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ABSTRAKT 
Tepelná stabilita a degradace hyaluronanu (HA) byla v rámci této diplomové práce zkoumána 
u HA s molekulovou hmotností 90–130 kDa a u HA s molekulovou hmotností 1 500–
1 750 kDa. K výzkumu byly použity metody reologie, SEC-MALLS, TGA a DSC. 
Nízkomolekulový HA byl podroben zkoumání časové závislosti degradace, kdy byl 
před samotnou přípravou roztoků sušen při teplotě 90 °C po dobu 30 minut a 60 minut. 
U vysokomolekulového HA byla zkoumána nejen časová, ale i teplotní závislost degradace. 
V případě zkoumání časové závislosti degradace byl vysokomolekulový HA před přípravou 
roztoků sušen při teplotě 75 °C v časovém rozmezí od 15 minut do 120 minut. Při přípravě 
roztoků pro zjištění teplotní závislosti degradace byl pak vysokomolekulový HA sušen 
po dobu 30 minut v rozmezí teplot od 60 °C do 90 °C. U nízkomolekulového HA byla 
prokázána tepelná stabilita, nedocházelo tedy k poklesu molekulové hmotnosti a roztoky 
nevykazovaly výrazný pokles viskozity. U vysokomolekulového HA tepelná stabilita 
prokázána nebyla, k degradaci vlivem teploty sušení, ale i času sušení docházelo, což se 
projevilo výrazným poklesem molekulové hmotnosti a viskozity roztoků. Zatímco v případě 
použití teploty sušení 60 °C došlo k poklesu molekulové hmotnosti přibližně o 5 %, 
při teplotě sušení 90 °C se molekulová hmotnost snížila přibližně o 20 % oproti nesušenému 
HA. Z tohoto důvodu byl vysokomolekulový HA dále zkoumán i pomocí metod TGA, 
kde bylo sledováno snížení vlhkosti vzorků HA v závislosti na teplotě sušení, a DSC, 
kde bylo cílem zjistit teploty, při kterých dochází k odpaření vlhkosti obsažené ve vzorku HA 
v závislosti na jeho formě (nesušeného HA, sušeného HA a lyofilizovaného HA) a dále teplo 
potřebné k odpaření vlhkosti ze vzorku HA. Na závěr tohoto výzkumu byly získané výsledky 
u vysokomolekulového HA porovnány s výsledky jiného procesu sušení – lyofilizací, která se 
ukázala jako velmi šetrná metoda sušení, protože k poklesu molekulové hmotnosti 
u lyofilizovaného HA oproti nesušenému HA téměř nedocházelo. 
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ABSTRACT 
This diploma thesis investigated thermal stability and the degradation of hyaluronan (HA) 
in HA with a molecular mass of 90–130 kDa and in HA with a molecular mass of 1 500–
1 750 kDa. The following methods were used for the research: rheology, SEC-MALLS, TGA 
and DSC. Low-molecular HA was subject to time dependency of degradation investigation, 
where it was dried at a temperature of 90 °C for a period of 30 minutes and 60 minutes prior 
to the preparation of the solutions itself.  High-molecular HA was investigated not only 
from the point of view of time but from the point of view of temperature dependency 
of degradation as well. In the case of investigating the time dependency of degradation, high-
molecular HA was dried at a temperature of 75 °C at a time range from 15 minutes 
to 120 minutes prior to the preparation of the solutions. During the preparation 
of the solutions for discovering the temperature dependency of degradation, the high-
molecular HA was then dried for a period of 30 minutes at a temperature range from 60 °C 
to 90 °C. For low-molecular HA, thermal stability was proven. Therefore, there is no decrease 
in the molecular mass and the solutions did not demonstrate a significant decrease 
of viscosity. For high-molecular HA, thermal stability was not proven. Degradation due 
to the temperature of drying as well as the time of drying occurred, which was demonstrated 
by a significant decrease in molecular mass and viscosity of the solutions. While in the case 
of using a drying temperature of 60 °C, a decrease in the molecular mass occurred 
by approximately 5 %, the molecular mass decreased by approximately 20 % at a drying 
temperature of 90 °C compared to undried HA. Due to this reason, high-molecular HA was 
also further investigated by means of the TGA method, where the decrease of humidity of HA 
samples in relation to the drying temperature was observed. The DSC method was also used. 
The objective of the DSC method was to find out temperatures, at which evaporation 
of humidity contained in an HA sample in relation to its form (undried HA, dried HA 
and lyophilized HA) occurs. This method further finds out the heat necessary to evaporate 
humidity from an HA sample. To conclude this research, the results obtained for high-
molecular HA were compared with the results of other drying processes – lyophilized proved 
to be a very gentle drying method because a decrease in the molecular mass for lyophilized 
HA compared with undried HA almost did not occur. 
 
 
 
 
KEY WORDS 
hyaluronan, thermal degradation, thermal stability, molecular mass, viscosity, SEC-MALLS, 
rheology, thermal analysis 
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1 ÚVOD 
Kyselina hyaluronová je lineární přírodní polysacharid, který byl objeven v roce 1934 
Karlem Mayerem a Johnem Palmerem. Její strukturu tvoří opakující se disacharidové 
jednotky, D-glukuronová kyselina a N-acetyl-D-glukosamin. Jde o látku, která se přirozeně 
vyskytuje v tělech obratlovců a u některých druhů bakterií ve formě sodné soli neboli 
hyaluronanu. Lidskému tělu je tedy tato látka vlastní, dokáže si ji samo vyrobit a zároveň 
i odbourávat. Vzhledem k tomu, že kyselina hyaluronová je vysoce hydrofilní, má tato látka 
v lidském těle zásadní význam například při hydrataci tkání a zároveň se podílí na přenosu 
vody. Její unikátní viskoelastické vlastnosti se uplatňují například při pohybu v kloubech, 
kde brání vzájemnému tření kloubních hlavic tím, že je promazává a zároveň tlumí nárazy 
vznikající při pohybu. Velký význam našla tato látka díky svým vlastnostem a netoxicitě 
vůči lidskému organismu v kosmetickém a farmaceutickém průmyslu, ale i v medicíně. Právě 
z tohoto důvodu je důležité mít informace o stabilitě HA. 
 Vzhledem k tomu, že HA se skládá z velkého množství opakujících se stavebních 
jednotek, může se za určitých podmínek (například vlivem teploty) štěpit na látky 
nízkomolekulární neboli degradovat. Z tohoto důvodu je hlavním cílem této diplomové práce 
prozkoumat tepelnou stabilitu hyaluronanu a zjistit tak, zda si je schopen při zvyšující se 
teplotě zachovat svoji molekulovou hmotnost či nikoliv. Na základě toho následně posoudit, 
jaký vliv má samotná molekulová hmotnost na degradaci hyaluronanu. Tepelná degradace 
byla prováděna tak, že HA byl před samotnou přípravou roztoků sušen po dobu 30 minut 
při různých teplotách (60 °C, 70 °C, 80 °C a 90 °C) a při teplotě 75 °C v různých časech 
(15 minut, 30 minut, 60 minut a 120 minut). V případě tepelné degradace by mělo docházet 
vlivem teploty sušení HA ke štěpení polysacharidového řetězce na kratší části, což souvisí 
s poklesem molekulové hmotnosti a viskozity roztoků. Naopak v případě tepelné stability by 
ke štěpení polysacharidového řetězce docházet nemělo, a tedy ani k poklesu molekulové 
hmotnosti a viskozity roztoků vlivem různé teploty sušení. Na základě získaných výsledků je 
cílem pokusit se stanovit vhodné podmínky sušení hyaluronanu, které by byly nejúčinnější 
pro snížení jeho vlhkosti a zároveň i nejšetrnější z hlediska jeho degradace. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Kyselina hyaluronová 
2.1.1 Úvod 
Kyselina hyaluronová byla poprvé objevena Karlem Mayerem a Johnem Palmerem 
v roce 1934 jako neznámá látka nacházející se v očním sklivci skotu. Postupně zjistili, že tato 
látka je tvořena celkem dvěma molekulami, D-glukuronovou kyselinou a N-acetyl-D-
glukosaminem. Kyselina hyaluronová je tedy polysacharid patřící obecně do skupiny 
glykosaminoglykanů, které jsou charakteristické tím, že se v jejich struktuře nachází opakující 
se disacharidové jednotky skládající se konkrétně z uronové kyseliny (D-glukuronová, L-
iduronová) a glykosaminu (glukosamin, galaktosamin). Název kyselina hyaluronová byl 
odvozen přímo Karlem Mayerem a Johnem Palmerem z řeckého slova „hyalos“, 
které v překladu znamená „skelný“ a z anglického uronic acid, což je v překladu uronová 
kyselina. Samotná struktura kyseliny hyaluronové byla definována Karlem Mayerem a jeho 
kolegy až v roce 1950. Jde o v přírodě velmi rozšířenou makromolekulu, která se přirozeně 
vykytuje nejen ve všech tělech obratlovců, ale také u některých bakterií. V souvislosti 
s výskytem in vivo bývá tato makromolekula nazývána jako „hyaluronan“, což vystihuje 
skutečnost, že se vyskytuje častěji jako sodná sůl kyseliny hyaluronové než v její protonované 
kyselé formě. V roce 1942 Endre Balazs poprvé komerčně využil hyaluronan jako náhradu 
za vaječný bílek v pekařských výrobcích. K prvnímu použití hyaluronanu v medicíně došlo 
v roce 1950, a to konkrétně v případě operace lidského oka, kdy byl díky svým 
viskoelastickým vlastnostem umístěn do okolí oka jako ochrana proti poškození 
chirurgickými nástroji. [1, 2] 
2.1.2 Struktura 
Kyselina hyaluronová (sodná sůl kyseliny hyaluronové, HA) je přírodní nerozvětvený 
polysacharid skládající se z opakujících se disacharidových jednotek. Každá disacharidová 
jednotka obsahuje uronovou kyselinu a aminocukr, konkrétně pak D-glukuronovou kyselinu 
a N-acetyl-D-glukosamin, které jsou navzájem vázány pomocí β (13) a β (14) 
glykosidické vazby. [1] 
 
Obrázek 1: Základní strukturní jednotka kyseliny hyaluronové 
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 V molekule HA se může vyskytovat různý počet n opakujících se disacharidových 
jednotek v rozsahu od několika stovek až do několika tisíců. Hmotnost každé disacharidové 
jednotky je přibližně 400 Daltonů1. V důsledku toho může molekulová hmotnost HA 
dosáhnout až 4 milionů Daltonů. Průměrná délka každé disacharidové jednotky je přibližně 
1 nm. Z toho plyne, že molekulová hmotnost kyseliny hyaluronové určuje celkovou délku 
řetězce. Tedy například u molekuly HA obsahující přibližně 10 000 disacharidových jednotek 
může celková délka řetězce dosahovat přibližně 10 μm. [1] 
 Řetězec kyseliny hyaluronové je tvořen glukopyranosovými kruhy a je stabilizován 
pomocí dvou druhů vazeb. Tyto glukopyranosové kruhy jsou navzájem propojeny 
glykosidickou vazbou, která je prvním typem vazby nacházejícím se v řetězci kyseliny 
hyaluronové, a obsahuje atom kyslíku spojující předchozí a následující glukopyranosový 
kruh. Z atomu kyslíku tvořící glykosidickou vazbu tedy vychází celkem dvě vazby ve tvaru 
písmene „V“. [3] Glukopyranosové kruhy jsou dále navzájem stabilizovány druhým typem 
vazby, kterou představují vodíkové můstky vyskytující se po celé délce řetězce. Vodíkové 
můstky vznikají mezi vodíkem, vázaným na hydroxylových a karboxylových skupinách, 
a kyslíkem, který je vázán v glukopyranosovém cyklu. Dále se vyskytují mezi karboxylovými 
skupinami a aminoskupinami nacházejícími se na glukopyranosových kruzích. V důsledku 
toho je řetězec kyseliny hyaluronové lineární. Díky β konfiguraci dochází k tomu, že všechny 
prostorově objemnější skupiny (hydroxylová skupina, karboxylová skupina a N-acetyl-amino 
skupina) jsou v prostorově výhodnějších ekvatoriálních (rovníkových) polohách. Malé atomy 
vodíku jsou pak v prostorově méně výhodnějších axiálních (svislých) polohách. Důsledkem 
tohoto uspořádání je energeticky velmi stabilní struktura HA. [1, 2] 
 Kyselina hyauronová ve vodném roztoku velmi ochotně interaguje s rozpouštědlem. 
V tomto prostředí dochází k obtáčení struktury řetězce a vzniku šroubovice (helixu). 
Molekula HA tak získává tvar podobný „kroutící se pásce“. Zatímco axiální atomy vodíku 
tvoří nepolární neboli hydrofobní část řetězce, rovníkové postranní hydroxylové 
a karboxylové skupiny tvoří polární neboli hydrofilní část řetězce. Nepolární část řetězce 
je orientovaná dovnitř do struktury šroubovice a polární část řetězce je orientována 
do vnějšího vodného prostředí. Toto uspořádání struktury způsobuje, že kyselina hyaluronová 
je vysoce hydrofilní látka a také má jedinečné viskoelastické a reologické vlastnosti. [1, 2] 
 Každá disacharidová jednotka v řetězci HA je přitom pootočena vůči předchozí 
disacharidové jednotce a následující disacharidové jednotce o 180°. Dvě otáčky ve šroubovici 
znamenají celkem 360°, čímž se řetězec dostává do původní konfigurace. V důsledku toho 
dochází ve vodném prostředí k navázání molekuly vody do struktury samotného řetězce. 
Molekula vody se váže do míst, kde se původně nacházely vodíkové můstky, tedy mezi 
aminoskupinou glukosaminu a karboxylovou skupinou glukuronové kyseliny. Jedná se 
                                                 
1
 Zkratka této jednotky je Da, přičemž 1 Da = 1 g∙mol−1. 
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o primárně vázanou vodu ve struktuře řetězce HA. V těchto místech dochází ke vzniku 
tzv. vodného můstku. [3] 
 
Obrázek 2: Znázornění vodíkových můstků mezi N-acetyl-D-glukosaminem (N) a kyselinou 
D-glukuronovou (G) v bezvodém prostředí [3] 
 
 
Obrázek 3: Znázornění vodíkových můstků mezi N-acetyl-D-glukosaminem (N) a kyselinou 
D-glukuronovou (G) ve vodném prostředí s vyznačeným vodným můstkem [3] 
 HA má výborné hydrofilní vlastnosti, díky tomu je jeden gram HA schopen navázat více 
než dva litry vody. Viskozita i elasticita HA v roztoku se liší v závislosti na její molekulové 
hmotnosti i koncentraci. Čím vyšší molekulové hmotnosti a koncentrace dosahuje, tím vyšší 
je její viskoelasticita. [4, 5] 
2.1.3 Výskyt 
Kyselina hyaluronová je polysacharid, který je přirozenou součástí těl obratlovců a některých 
druhů bakterií. Nachází se v mezibuněčné hmotě, kde bývá ve formě sodné soli. [2] 
 HA má velký význam pro správnou funkci lidského těla. Koncentrace HA v lidském těle 
je závislá od místa, ve kterém se vyskytuje. Ve vysokých koncentracích se nachází například 
v některých měkkých pojivových tkáních, kůži, pupeční šňůře, synoviálních tekutinách, 
sklivci, dále pak v plicích, ledvinách, mozku a svalových tkáních. [2] HA zastává různé 
funkce na základě místa jejího výskytu. Například v kůži má zabraňovat jejímu vysychání 
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a hydratovat ji díky jejím hydrofilním vlastnostem, dále zachycuje volné radikály, 
které vznikají díky ultrafialovému záření ve slunečním světle. V kloubech je díky jejím 
výborným viskoelastickým vlastnostem hlavní úlohou zabránit tření hlavic kloubů a tím 
zajistit jejich hladký pohyb, slouží také jako tlumič nárazů vznikajících při chůzi. Ve sklivci 
oka je hlavní úlohou HA udržování jeho tvaru. [5, 6] 
 Koncentrace HA v lidském těle je závislá i na věku člověka. S rostoucím věkem dochází 
k jejímu postupnému poklesu. Bylo zjištěno, že koncentrace HA v kůži začíná klesat kolem 
čtyřicátého roku života. [6] 
2.1.4 Výroba 
Jak již bylo zmíněno výše, HA byla poprvé izolována z očního sklivce skotu. [1] S postupem 
času byla izolována i z dalších zdrojů, jako například z lidského pupečníku, kohoutího 
hřebínku a žraločí kůže. Vzhledem k tomu, že se jedná o biologické zdroje, kde je HA 
v komplexu s dalšími biopolymery, je nezbytné použít k získání čisté HA různé separační 
postupy. Tímto způsobem je možné získat HA o molekulové hmotnosti od několika tisíců 
Daltonů až do několika milionů Daltonů. [5] Další možnost výroby HA je pomocí biosyntézy 
některých oslabených kmenů bakterií z rodu Streptococcus. Například bakterie Streptococcus 
equi produkují HA o nižších molekulových hmotnostech, zatímco bakterie Streptococcus 
zooepidemicus produkují HA o vyšších molekulových hmotnostech, které se blíží 2 MDa. [7] 
Dalším možným zdrojem výroby HA je kmen bakterie Bacillus subtilis, který produkuje HA 
o molekulové hmotnosti přibližně 1 MDa. U způsobu získávání HA biosyntézou z bakterií 
je riziko mutace těchto kmenů a produkce toxinů či imunogenů. [5] 
2.1.5 Využití 
HA je lidskému tělu látka vlastní. Nachází se ve všech biologických tekutinách a tkáních 
v různých koncentracích. Je netoxická pro všechny buňky v lidském organismu, nevyvolává 
zánětlivou reakci a vývojové vady. Brání pronikání cizorodých a patogenních látek 
do organismu, protože je schopna pomocí příslušných receptorů aktivovat buňky imunitního 
systému. Dále je přirozenou složkou pojivových tkání a kapilárních stěn. S ohledem na její 
vysokou hydrofilitu je její funkcí v těle, mimo jiné, vázat na sebe vodu. Zajišťuje tak přenos 
vody v těle a hydrataci tkání. HA tedy představuje přírodní hydratační prostředek. Slouží jako 
lubrikant a promazává tak pohyblivé části těla jako jsou klouby, čehož je s velkou výhodou 
využíváno například k léčení artritidy. Zároveň tlumí nárazy při pohybu. Lidský organismus 
je schopný si HA sám vyrobit, zároveň ale i odbourat. S přibývajícím věkem tak klesá její 
koncentrace. Vzhledem k tomu, že nedochází ke kumulaci HA v lidském organismu, nachází 
tak široké uplatnění v kosmetickém a farmaceutickém průmyslu a v medicíně. Například 
v kosmetickém průmyslu je HA využívána k hydrataci pokožky a k rekonstrukci měkkých 
tkání pomocí tkáňového inženýrství. Farmaceutický průmysl ji využívá pro diagnostiku řady 
nemocí včetně rakoviny. HA se totiž nachází ve zvýšeném množství v rakovinotvorných 
buňkách, kde je vázána pomocí buněčných receptorů CD44. Díky svým viskoelastickým 
vlastnostem chrání oční tkáň při očních operacích. V podobě očních a nosních kapek zvlhčuje 
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povrch oka a nosní sliznice. Vzhledem k antiadhezivním vlastnostem HA je možné ji použít 
při aplikaci kardiovaskulárních implantátů (například cévní štěpy), kde snižuje riziko vzniku 
krevní sraženiny a adhezi krevních destiček. Důležitou roli může sehrát i při hojení 
a regeneraci kožních ran. [1, 2, 4, 5, 6, 8] 
2.1.6 Reologické vlastnosti 
HA ve vodném roztoku vykazuje jedinečné viskoelastické vlastnosti. Vysokomolekulová HA 
je schopna vykazovat vysokou viskozitu i za velmi nízkých koncentrací. Tato viskozita se 
však při zvyšující se smykové rychlosti snižuje. V grafu (Obrázek 4) je znázorněna toková 
křivka2 vysokomolekulové HA. Je zřejmé, že při velmi nízkých smykových rychlostech, 
kdy 0

 , roztok HA vykazuje newtonské chování, tedy chová se jako newtonská kapalina. 
V této oblasti je charakterizována tzv. limitní viskozitou 0 . Obdobné chování je patrné 
i při vysokých smykových rychlostech, kde 

 . V tomto případě je charakterizována 
tzv. asymptotickou viskozitou  , která dosahuje nižších hodnot než limitní viskozita. 
Limitní viskozita je přitom vykazována u vysokomolekulové HA, která je v řádech MDa, 
v důsledku dlouhých řetězců, které se vzájemně zaplétají v oblasti nízkých smykových 
rychlostí. Zapletené řetězce pak mají větší tendenci odolávat deformaci při nižších 
smykových rychlostech, díky čemuž jsou schopny udržovat konstantní viskozitu. Tento jev 
bývá označován jako newtonské chování. Pokud dojde ke zvýšení smykové rychlosti, 
pohyblivost zapleteného řetězce začne být značně omezována a sníží se schopnost řetězce 
odolávat deformaci. Řetězce HA se začnou orientovat ve směru toku a následně dojde 
k poklesu viskozity. Tento jev bývá označován jako nenewtonské chování. Původního 
propletení řetězce může být dosaženo pouze v omezené míře zrelaxováním části řetězce. 
To však záleží na míře mechanického namáhání. Při dostatečně vysokých smykových 
rychlostech k propletení řetězce již znovu nedochází a HA bude znovu vykazovat newtonské 
chování. Bude tedy charakterizována pomocí asymptotické viskozity. Díky výše uvedenému 
řadíme roztoky vysokomolekulové HA mezi pseudoplastické kapaliny. [9, 10, 11, 12] 
 Nízkomolekulová HA, která je v řádech kDa, výše zmíněnou limitní viskozitu nevykazuje, 
protože její řetězce nejsou dostatečně dlouhé k tomu, aby se navzájem zaplétaly. Je tedy 
charakteristická tím, že vykazuje pouze newtonské chování, to znamená, že s rostoucí 
smykovou rychlostí se viskozita nízkomolekulové HA nemění. V grafu (Obrázek 5) 
je znázorněna toková křivka nízkomolekulové HA. Limitní viskozita závisí například 
na molekulové hmotnosti, koncentraci, teplotě, typu rozpouštědla a v případě polyelektrolytů 
také na iontové síle, typu protiiontu, případně i pH. [9, 10, 11, 12] 
                                                 
2
 Tokové křivky jsou charakteristické pro nenewtonské kapaliny, u kterých nemůžeme určit jednu hodnotu 
dynamické viskozity, která by byla konstantní v celém oboru tečného napětí. Tokové křivky jsou grafickým 
znázorněním závislosti tečného napětí na smykové rychlosti, tj. )(

   nebo závislosti zdánlivé viskozity 
na smykové rychlosti, tj. )(

  . [13] 
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Obrázek 4: Toková křivka roztoku 1,5 MDa HA ve vodě o koncentraci 1 g·dm−3 při teplotě 25 °C 
vykazující nenewtonské chování 
 
Obrázek 5: Toková křivka 90 kDa HA ve vodě o koncentraci 5 g·dm−3 při teplotě 25 °C vykazující 
newtonské chování 
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2.2 Reologie 
2.2.1 Úvod  
Termín reologie byl poprvé použit v roce 1928 americkým chemikem E. C. Binghamem 
a jeho kolegou stavebním inženýrem Marcusem Reinerem, kteří jsou zároveň považováni 
za zakladatele tohoto vědního oboru. Reologie je mezioborová disciplína na rozhraní fyzikální 
chemie, hydrodynamiky a fyziky. Hlavním podnětem pro založení této disciplíny byl fakt, 
že pro popis deformací různých materiálů ve výše zmíněných oborech se používají velmi 
podobné matematické aparáty. Při odvozování názvu této mezioborové disciplíny se jeho 
zakladatelé E. C. Bingham a M. Reiner inspirovali slavným výrokem filozofa Herakleita 
„Panta rhei“ („Vše plyne“). Název reologie byl tedy odvozen z řeckých slov „rhein“ 
znamenající „téci“ a „logos“, které v překladu znamená nauka. Zjednodušeně lze tedy říci, 
že jde o nauku o toku a plynutí. V obecných definicích pak bývá reologie označována jako 
věda o časově závislých tokových a deformačních procesech v různých materiálech. 
Všeobecně byl termín reologie přijat až při založení americké Společnosti pro reologii 
v roce 1929, která ji nadefinovala jako vědu o deformaci a toku materiálů. [9, 14] 
2.2.2 Základní definice 
Hlavním cílem reologie je studium reálných materiálů. Za reálné materiály považuje reologie 
látky kapalné, látky pevné a látky tvořící přechod mezi těmito pevnými a kapalnými látkami. 
Uvažuje tedy, že za určitých podmínek mohou téct prakticky všechny materiály. To, zda daný 
materiál poteče či nikoliv závisí v podstatě na čase neboli době pozorování a na teplotě. 
Na základě toho bylo odvozeno tzv. Debořino číslo, které je bezrozměrné a vyjadřuje, jak 
daný materiál teče v závislosti na době pozorování. Debořino číslo je vyjádřeno vztahem (1):  
 
P
R
t
t
De   [-], (1) 
kde Rt  je relaxační doba daného materiálu, tj. doba, kterou daný materiál potřebuje k tomu, 
aby zareagoval na vnější podnět a přeskupil se. Pt  je doba, po kterou daný materiál 
pozorujeme. Čím je tedy hodnota Debořina čísla menší, tím tekutější je daný materiál. Tedy 
i pevné látky mohou téct (například deformace skleněných vitráží katedrál během několika 
staletí), pokud se doba pozorování bude blížit k nekonečnu. [14] 
 Reologie se tedy zabývá zkoumáním vnitřní reakce pevných a kapalných látek působením 
vnějších sil, tj. deformací materiálů vlivem vnějších sil. [15] Existují celkem tři druhy 
deformací a to deformace plastická, elastická a viskózní. Viskózní deformace bývá též 
označována jako tok a je charakteristická pro kapalné látky. Tato deformace je typická 
zejména tím, že při nárůstu vnější síly dochází k jejímu zvětšování a to přímo úměrně 
v závislosti na působící vnější síle. Deformace elastická je charakteristická tím, že celková 
deformace je vratná a je úměrná působící síle, tj. pokud vnější síla přestane působit, materiál 
se vrátí ihned zpět do původního stavu. Deformace plastická je charakteristická svou 
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nevratností, tj. při působení vnější síly se deformace materiálu zvětšuje a přestane-li vnější 
síla působit, deformace ustane a materiál zůstane v deformovaném stavu. [13] 
 Ke znázornění toku kapalin se používá model s posuvnými deskami. Model s posuvnými 
deskami je znázorněn pomocí dvou rovnoběžných desek, které se po sobě posouvají. Tyto 
desky jsou navzájem umístěny v konstantní vzdálenosti h . Mezi deskami se nachází materiál, 
u něhož dochází v důsledku posouvání desek k deformaci. Spodní deska je nepohyblivá, 
zatímco horní deska o ploše A  se pohybuje rychlostí v  v důsledku působení síly F . 
 
Obrázek 6: Model s posuvnými deskami [15] 
Podíl síly F , která způsobuje deformaci materiálu a působí na jednotkovou plochu materiálu 
A , je definováno jako tečné napětí   a je vyjádřeno pomocí vztahu (2). 
 
A
F
  [N∙m−2 = Pa] (2) 
Velikost deformace materiálu   je pak definována pomocí vztahu (3). 
 
h
x
dh
dx
  (3) 
Rychlost růstu deformace 

 , která se nazývá též jako smyková rychlost, je definována jako 
podíl rychlosti v  a vzdáleností desek h , a je vyjádřena vztahem (4). 
 
h
v
dh
dv


  [s−1] (4) 
Newtonův viskozitní zákon je pak definován pomocí vztahu (5).  
 

 


dt
d
 [Pa], (5) 
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kde   je dynamická viskozita materiálu a 

  je smyková rychlost. 
Z Newtonova viskozitního zákona lze vyjádřit vztah pro dynamickou viskozitu materiálu  , 
která je definována jako podíl tečného napětí   a smykové rychlosti 

  podle vztahu (6). 
 







dt
d
 [Pa∙s]. (6) 
 Kapaliny, které se řídí Newtonovým zákonem, nazýváme jako newtonské kapaliny, naopak 
kapaliny, které se Newtonovým zákonem neřídí, nazýváme jako nenewtonské kapaliny. 
[9, 13, 16] 
2.2.3 Newtonské a nenewtonské kapaliny 
Newtonské kapaliny bývají označovány také jako ideální kapaliny. Pro newtonské kapaliny 
platí, že dynamická viskozita   je látkovou konstantou, to znamená, že při dané teplotě 
nezávisí na smykové rychlosti. Pokud se tedy bude smyková rychlost zvyšovat, dynamická 
viskozita bude stále konstantní. Zároveň platí, že pokud při deformaci zvyšujeme smykovou 
rychlost, dochází k lineárnímu růstu tečného napětí. Mezi newtonské kapaliny patří roztoky 
nízkomolekulových látek nebo čisté kapaliny. [15, 16] 
  
Obrázek 7: Toková a viskozitní křivka newtonské kapaliny [15] 
Nenewtonské kapaliny jsou charakteristické tím, že vykazují odchylky od Newtonova 
viskozitního zákona a platí pro ně obdobný vztah jako je Newtonův viskozitní zákon, který je 
dán rovnicí (7). 
 

  zd  [Pa] (7) 
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 Avšak zde je zd  nazývána jako tzv. zdánlivá viskozita. V tomto případě zdánlivá 
viskozita již není látkovou konstantou a závisí na smykové rychlosti nebo tečném napětí 
při dané teplotě. Nemůžeme zde tedy určit jednu hodnotu zdánlivé viskozity, která by byla 
konstantní v celém rozsahu smykových rychlostí. Zároveň platí, že pokud při deformaci 
zvyšujeme smykovou rychlost, nedochází tu k lineárnímu růstu tečného napětí. Dále je 
pro nenewtonské kapaliny charakteristické, že kromě odchylky od viskozitního zákona 
mohou vykazovat i plasticitu (mají mez toku) a elasticitu. Nenewtonské viskoelastické 
kapaliny se mohou projevovat charakteristickými efekty jako je například Weissenbergův 
efekt, kdy dochází ke vzlínání kapaliny na hřídel míchadla, nebo rozšíření toku kapaliny 
při výstupu z injekční stříkačky. Mezi nenewtonské kapaliny řadíme nejčastěji například 
roztoky a taveniny polymerů, suspenze nebo pasty. [15] 
 Nenewtonské kapaliny dělíme do tří skupin – pseudoplastické, dilatantní a plastické. 
 Pseudoplastické kapaliny jsou charakteristické tím, že čím více jsou deformovány, 
tím menší odpor kladou. To znamená, že při zvyšující se smykové rychlosti dochází 
ke snižování zdánlivé viskozity. Dále platí, že nevykazují mez toku. Z technologického 
hlediska je pseudoplasticita velmi výhodná, protože snižuje energetické nároky při míchání 
nebo toku kapalin potrubím. Řadíme sem například roztoky mýdel a detergentů nebo roztoky 
a taveniny polymerů. [9, 15, 16] 
 Dilatantní kapaliny jsou naopak charakteristické tím, že čím více jsou deformovány, 
tím větší odpor kladou. To znamená, že při zvyšující se smykové rychlosti dochází 
ke zvyšování zdánlivé viskozity. Stejně jako pseudoplastické kapaliny ani zde není 
vykazována žádná mez toku. Z technologického hlediska je dilatantnost nevýhodná, 
protože zvyšuje energetickou náročnost při míchání nebo toku kapalin potrubím. Řadíme sem 
vysoce koncentrované suspenze jako například sediment škrobu ve studené vodě nebo vlhký 
písek. [9, 15, 16] 
 Plastické kapaliny jsou charakteristické tím, že vykazují tzv. mez toku o . Pro tyto 
kapaliny je typické, že jsou schopny po určitou dobu odolávat deformaci při zvyšující se 
smykové rychlosti. K jejich deformaci (toku) dochází až po překročení určité prahové 
hodnoty tečného napětí, tedy po překročení tak zvané meze toku o . Řadíme sem například 
koncentrované průmyslové a odpadní kaly, kašovité suspenze křídy a vápna, zubní pasty, 
majonézy a kečupy. [9, 15, 16] 
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Obrázek 8:Tokové a viskozitní křivky nenewtonských kapalin [15] 
2.2.4 Tixotropie a reopexie 
Nenewtonské kapaliny mohou mít i tu vlastnost, že jejich zdánlivá viskozita nezávisí pouze 
na změně smykové rychlosti, ale i na době působení smykového napětí. Pro tyto kapaliny jsou 
charakteristické tzv. hysterezní smyčky. Průběh hysterezní tokové křivky při zvyšujícím 
se smykovém napětí není totožný s průběhem hysterezní tokové křivky při snižujícím se 
smykovém napětí. Hysterezní tokové křivky se tak odlišují tvarem a mají pouze jeden 
společný bod, kterého dosahují při nejvyšší smykové rychlosti. U těchto nenewtonských 
kapalin dochází vlivem působení smykového napětí, které působí po určitou dobu, k narušení 
vnitřní struktury, přičemž k obnovení této struktury dochází, pokud materiál necháme 
po nějakou dobu v klidu. Nenewtonské kapaliny, které mají časově závislou složku 
deformace, dělíme do dvou základních skupin, a to tixotropní kapaliny a reopektické 
kapaliny. Tixotropie a reopexie jsou přitom dva navzájem opačné děje. [9, 15, 16] 
 Tixotropní kapaliny jsou charakteristické tím, že pokud po určitou dobu mechanicky 
namáháme (například mícháním) tixotropní nenewtonský materiál, dochází k postupnému 
narušení jeho vnitřní struktury. V závislosti na době zvýšeného mechanického namáhání 
dochází k pozvolnému poklesu zdánlivé viskozity. Pokud materiál přestaneme mechanicky 
namáhat, tak v důsledku snížení smykového napětí následně dojde ke zpětnému vzrůstu 
zdánlivé viskozity a postupnému obnovení struktury. Tixotropie je charakteristická tím, 
že změny zdánlivé viskozity materiálu probíhají za konstantní teploty a že se jedná 
o autonomní neboli vratné změny. Tixotropní vlastnost je velmi výhodná zejména 
u nátěrových hmot. [9, 15, 16] 
 Reopektické kapaliny jsou charakteristické tím, že pokud po určitou dobu mechanicky 
namáháme (například mícháním) reopektický nenewtonský materiál, dochází k postupnému 
posílení jeho vnitřní struktury. Při zvyšujícím se smykovém napětí dochází k nárůstu zdánlivé 
viskozity. Pokud materiál přestaneme mechanicky namáhat, tak v důsledku snížení 
smykového napětí následně dojde ke zpětnému snížení zdánlivé viskozity a postupnému 
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obnovení struktury. Reopektické chování je poměrně vzácné. Vyskytuje se například 
u suspenze bentonitu. [9, 15, 16] 
 
 
Obrázek 9: Křivky charakteristické pro tixotropní systém [17] 
2.3 Reometrie (měřící systémy)  
Přístroj, pomocí kterého měříme reologické vlastnosti látek, se nazývá reometr. Reometr 
je charakteristický tím, že se skládá ze dvou základních částí a to nepohyblivé a pohyblivé 
části. Pomocí reometru je možné zjistit průběh viskozitních křivek, tj. zjistit závislost 
viskozity daného vzorku na smykové rychlosti nebo tečném napětí. Grafickým znázorněním 
těchto závislostí jsou tzv. reogramy. Dále můžeme pomocí reometru zjistit elastické vlastnosti 
měřeného vzorku a to například prostřednictvím oscilačního měření, kdy pohyblivá část 
reometru vykonává oscilační pohyb. Geometrii měřícího systému jako například systém 
kužel-deska či systém dvou souosých válců volíme v závislosti na druhu měřeného vzorku. 
[15, 16] 
2.3.1 Měřící systém kužel-deska 
Tento měřící systém se skládá ze dvou ploch. Jednou plochou je deska, která je nepohyblivá, 
druhou plochou pak kužel, který je pohyblivý a vykonává rotační pohyb. Měřený vzorek 
je umístěn mezi desku a kužel, kde je podrobován smykové nebo oscilační deformaci. 
Z otáčivého pohybu kužele se získává krouticí moment, ze kterého je možné zjistit, jaký 
odpor vykazuje měřený vzorek proti směru otáčení kužele, tj. je možné zjistit viskozitu 
měřeného vzorku. 
 Systém kužel-deska se používá pro viskóznější kapaliny. Velkou předností tohoto systému 
je zejména malá spotřeba měřeného vzorku, velmi rychlé temperování vzorku díky velké 
ploše desky, dále jednoduchost čištění a snadná obsluha. Naopak nevýhodou je nemožnost 
použití systému kužel-deska pro málo viskózní vzorky, u kterých by mohlo dojít při vyšších 
rotačních rychlostech kužele k vystříknutí. [9, 15, 16] 
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Tečné napětí   u systému kužel-deska je možné vypočítat podle vztahu (8). 
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Viskozitu měřeného vzorku   pak můžeme dopočítat podle vtahu (10), který je definován 
podílem naměřeného tečného napětí   a smykové rychlosti 
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kde K  je přístrojová konstanta, M  je moment síly a   je úhlová rychlost kužele. [12, 15] 
 
 
 
Obrázek 10: Měřící systém kužel-deska [14] 
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2.3.2 Měřící systém dvou souosých válců 
Tento měřící systém se skládá ze dvou souosých válců, přičemž existují celkem dva druhy 
jejich uspořádání. Prvním z nich je, že vnější válec je dutý a nepohyblivý, zatímco vnitřní 
válec je plný a pohyblivý (vykonává tedy rotační pohyb). Druhou možností uspořádání dvou 
souosých válců je opačný systém, kdy rotační pohyb je vykonáván vnějším dutým válcem, 
přičemž vnitřní plný válec je nepohyblivý. Druhý způsob uspořádání bývá označován jako 
tzv. Couettův systém. Měřený vzorek je umístěn do mezery, která se nachází mezi těmito 
dvěma válci, kde je podrobován smykové deformaci. Z otáčivého pohybu plného válce se 
získává krouticí moment, ze kterého je možné zjistit, jaký odpor vykazuje měřený vzorek 
proti směru otáčení rotačního válce, tj. je možné zjistit viskozitu měřeného vzorku. 
 Systém dvou souosých válců se používá pro nízko až středně viskózní kapaliny. Velkou 
předností tohoto systému je zejména nemožnost ztráty měřeného vzorku při vysokých 
smykových rychlostech, jednoduchost dávkování a snadná eliminace vypařování měřeného 
vzorku. Naopak nevýhodou je velká spotřeba měřeného vzorku, dále čištění mezi 
jednotlivými měřeními, kdy je potřeba celý systém dvou souosých válců rozebrat, a také 
pomalejší temperace vzhledem k většímu množství použitého měřeného vzorku. [9, 15, 16] 
Tečné napětí   u systému dvou souosých válců je možné vypočítat podle vztahu (11). 
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rotačního válce a H  je výška vnitřního válce. 
Viskozitu měřeného vzorku   pak můžeme dopočítat podle vtahu (12), který je definován 
podílem naměřeného tečného napětí   a smykové rychlosti 
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kde A  je přístrojová konstanta, M  je moment síly a   je úhlová rychlost vnitřního rotačního 
válce. [15] 
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Obrázek 11: Měřící systém dvou souosých válců [14] 
2.4 SEC-MALLS 
2.4.1 Základní definice 
SEC-MALLS je metoda, která se používá k analýze polymerů. Tato metoda se skládá ze dvou 
částí, konkrétně z části „SEC“ (size exclusion chromatography) neboli rozměrově vylučovací 
chromatografie a z části „MALLS“ (multi-angle laser light scattering) neboli statického 
rozptylu světla s víceúhlovým uspořádáním.  
2.4.2 Rozměrově vylučovací chromatografie 
Chromatografie je obecně definována jako separační proces, při kterém dochází k separaci 
analyzovaného vzorku mezi dvě vzájemně nemísitelné fáze. Jedna fáze je stacionární 
(nepohyblivá) a druhá fáze je mobilní (pohyblivá). Stacionární fáze je pevně ukotvena 
v koloně, mobilní fáze kolonou protéká. Princip metody spočívá v tom, že na začátek kolony 
je nanesen analyzovaný vzorek, který je následně unášen kolonou pomocí mobilní fáze 
přes stacionární fázi. Částice vzorku mohou být stacionární fází více či méně zadržovány 
v koloně, v závislosti na síle, kterou jsou částice analyzovaného vzorku ke stacionární fázi 
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poutány. V důsledku toho dochází k separaci analyzovaného vzorku a z kolony vychází 
nejdříve částice, které jsou nejméně zadržovány stacionární fází, naopak částice, které jsou 
nejvíce zadržovány stacionární fází, vychází z kolony jako poslední. Mobilní fáze, 
která do kolony vstupuje, se nazývá eluent neboli eluční činidlo, z kolony pak vytéká eluát. 
Podle mobilní fáze chromatografii dělíme na kapalinovou chromatografii a plynnou 
chromatografii. Na základě geometrického uspořádání stacionární fáze rozlišujeme kolonovou 
a plošnou chromatografii. Dále chromatografii můžeme dělit na základě mechanismu, který se 
uplatňuje při separaci analyzovaného vzorku například na adsorpční chromatografii, iontově-
výměnnou chromatografii, gelovou chromatografii a další. [18] 
 Rozměrově vylučovací chromatografie, často známá také pod pojmem gelová permeační 
chromatografie (gel permeation chromatography) nebo též gelová filtrace (gel filtration), 
představuje jednu z nejvíce rozšířených metod pro analýzu polymerů. Tato metoda slouží 
k separaci polymerů v závislosti na jejich velikosti a umožňuje tak určit molekulovou 
hmotnost analyzovaného polymeru. V dnešní době téměř nahradila tradiční metody, 
které slouží k určení molekulové hmotnosti, jako například osmometrii či ultracentrifugaci. 
Hlavní výhodou rozměrově vylučovací chromatografie oproti tradičním metodám 
je především to, že umožňuje určit rozložení molekulových hmotností daného polymeru. 
Rozměrově vylučovací chromatografie může být definována jako „speciální“ typ kolonové 
chromatografie, kdy se mezi analyzovaným vzorkem a stacionární fází v koloně nevyskytují 
žádné interakce. V kombinaci s detektorem pro statický rozptyl světla s víceúhlovým 
uspořádáním a viskozimetrickým detektorem slouží i k určení gyračního poloměru, vnitřní 
viskozity, molekulové konformace a větvení analyzovaného polymeru. Rozměrově 
vylučovací chromatografie je často používána například za účelem zjištění degradace 
polymeru, k určení přítomnosti nízkomolekulových frakcí v polymeru nebo podle použité 
kolony v závislosti na velikosti jejich pórů i pro charakterizaci oligomerů. [19] 
 Princip separace rozměrově vylučovací chromatografie (gelové permeační chromatografie) 
je založený na rozdělování molekul analyzovaného vzorku v závislosti na jejich velikosti. 
Chromatografická kolona je naplněna inertní stacionární fází, kterou bývá neionizovaný 
přírodní anebo syntetický gel. Uvnitř gelu se nachází póry o různých velikostech, tj. gel 
představuje molekulové síto. Analyzovaný vzorek je nanesen na začátek kolony společně 
s mobilní fází (elučním neboli vymývacím činidlem) v rozpouštědle, které je stejného složení 
jako samotná mobilní fáze. Mobilní fáze protéká kolonou konstantní rychlostí a unáší 
molekuly analyzovaného vzorku v závislosti na jejich velikosti. Zatímco molekuly, které mají 
větší rozměry, než jsou rozměry pórů samotného gelu, prostupují kolonou stejnou rychlostí 
jako mobilní fáze, menší molekuly pronikají do pórů gelu a v závislosti na jejich velikosti 
jsou uvnitř zadržovány více či méně. Malé molekuly, které jsou schopny pronikat hlouběji 
do pórů gelu, jsou v koloně zadržovány delší dobu oproti větším molekulám, které sice 
pronikají do pórů gelu, ale ne tak hluboko jako menší molekuly. Větší molekuly jsou tedy 
zadržovány v koloně kratší dobu. V důsledku toho dochází k postupnému rozdělení molekul 
analyzovaného vzorku a z kolony vytéká eluát postupně s molekulami od největší velikosti 
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po nejmenší. Koncentrace vymytých molekul analyzovaného vzorku je sledována u výstupu 
z kolony pomocí koncentračního detektoru, obvykle pomocí diferenciálního refraktometru, 
který měří změnu indexu lomu vycházejícího eluátu z kolony. K určení molekulové hmotnosti 
se používá například detektor pro statický rozptyl světla s víceúhlovým uspořádáním 
nebo viskozimetrický detektor. Při použití viskozimetrického detektoru, lze molekulovou 
hmotnost dopočítat z Mark-Houwink-Sakuradovy rovnice (13): 
   aMK  , (13) 
kde    je vnitřní viskozita a K  a a  jsou koeficienty, které jsou charakteristické pro danou 
dvojici polymer-rozpouštědlo při dané teplotě. [19, 20] 
 
Obrázek 12: Ukázka principu separace rozměrově vylučovací chromatografie s naznačeným směrem 
toku mobilní fáze s analyzovaným vzorkem [21] 
 Gely, které jsou používány jako stacionární fáze u rozměrově vylučovací chromatografie, 
musí splňovat mnoho požadavků na jejich vlastnosti. Obecně platí, že gel tvořící stacionární 
fázi by neměl interagovat s procházejícím analyzovaným vzorkem ani mobilní fází. Neměl by 
tedy obsahovat žádné ionizované skupiny. Gel by měl být dostatečně chemicky stabilní 
a použitelný při různém pH i při různé teplotě. Dalším požadavkem je dostatečná mechanická 
stabilita, aby při vyšším tlaku nedocházelo k jeho deformaci. Dále by gel měl mít optimální 
velikost gelových částic. Pokud by velikost gelových částic byla moc malá, tak by sice 
rozdělení analyzovaného vzorku bylo velmi přesné, ale samotná analýza by byla velmi 
pomalá. Na druhou stranu, pokud by velikost gelových částic byla moc velká, tak by analýza 
proběhla velmi rychle a přesnost rozdělení analyzovaného vzorku by byla malá. Další 
důležitou vlastností použitého gelu ve stacionární fázi je tzv. frakcionizační rozsah gelu, 
který udává rozsah molekulových hmotností, ve kterém je daný gel schopný látky od sebe 
oddělit. [19, 20] 
26 
 
 Nejčastěji používané značky gelů v rozměrově vylučovací chromatografii pro separaci 
polymerů jsou Sephadex, Sepharose a Superdex. Sephadex patřící mezi nejpoužívanější 
značku gelu v rozměrově vylučovací chromatografii se vyrábí z dextranu a síťuje se pomocí 
epichlorhydrinu. O jeho objev se zasloužili především zakladatelé rozměrově vylučovací 
chromatografie, Jerker Porath a jeho kolega Per Flodin. Další velmi používanou značkou gelu 
je gel Sepharosa, který se vyrábí zahřátím a následným ochlazením agarózy, kdy dochází 
ke vzniku stabilního gelu, který je charakteristický kyselostí a většími póry. Používá se 
zejména pro separaci proteinů. Superdex je kombinací zesíťovaného dextranu a zesíťované 
agarózy. Tento gel se tedy vyznačuje především vysokou fyzikální a mechanickou stabilitou, 
patří mezi velmi odolné gely a může být použit k separaci širokého rozsahu molekulových 
hmotností. [19, 20, 21] 
2.4.3 Rozptyl světla 
První studie o rozptylových efektech v suspenzích a aerosolech a jejich následné vysvětlení 
provedl v roce 1860 John Tyndall. Základy rozptylu světla, které byly brány jako odvětví 
vědy zabývající se světlem, byly položeny v roce 1870 Lordem Rayleighem. Teorií rozptylu 
světla se dále zabývali uznávaní fyzici jako například Albert Einstein nebo Peter Debye. [22] 
Obecně lze říci, že rozptyl světla patří mezi metody, které mohou být použity ke zjištění 
informací o velikosti makromolekul, jejich struktuře a interakcích v rozpouštědle. [19] 
 Podle stupně disperzity, tj. podle stupně rozptýlení disperzních částic v disperzním 
prostředí, rozlišujeme disperze hrubé, koloidní a analytické. Zatímco hrubé disperze 
(suspenze, emulze, pěna, prach) jsou charakteristické tvorbou zákalu, koloidní disperze 
(lyofobní soly, roztoky makromolekulárních látek, micelární koloidy) jsou proti světlu 
průhledné, nicméně způsobují částečný rozptyl procházejícího světla do stran. V důsledku 
tohoto rozptylu dochází ke snížení intenzity dopadajícího primárního paprsku. Při dopadu 
primárního paprsku na koloidní částici může nastat v závislosti na její velikosti odraz, ohyb, 
lom nebo interference. Díky tomu bude intenzita primárního paprsku po průchodu koloidní 
disperzí nižší než intenzita primárního paprsku na vstupu do této soustavy. Intenzita 
rozptýleného světla obecně roste s koncentrací a velikostí částic, což znamená, že například 
koloidní disperze vykazují větší rozptyl světla oproti analytickým disperzím (pravé roztoky 
nízkomolekulárních látek). Rozptyl světla můžeme sledovat i jako opalescenci. Pokud částice 
dosahují dostatečné velikosti a sledujeme-li tento systém proti tmavému pozadí kolmo 
na směr, ve kterém dopadají primární paprsky, může dojít ke vzniku jemného zákalu 
(opalescence). Pokud navíc z boku na soustavu dopadá svazek paprsků, dochází ke vzniku 
tzv. Tyndallova efektu, tj. dochází ke vzniku světelného kužele, kdy se samotné částice jeví 
jako svítící body. [23] 
 Rayleigh definoval vztah pro výpočet rozptylu světla na molekulách zředěného plynu (14). 
Tyto molekuly jsou považovány za izotropní částice, které jsou menší než dvacetina vlnové 
délky použitého světla. V důsledku toho bereme tyto částice jako bodové zdroje rozptýleného 
záření a zároveň pro ně platí, že jsou ve všech směrech stejně polarizovatelné. 
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kde  pi  je intenzita rozptýleného světla jednou částicí pod úhlem  , oI  je celková intenzita 
dopadajícího primárního paprsku, p  charakterizuje polarizovatelnost částice,   je 
rozptylový úhel neboli úhel, který svírá primární paprsek a rozptýlené světlo, o  
je permitivita vakua,   je vlnová délka primárního i rozptýleného světla, r  charakterizuje 
vzdálenost detektoru od zdroje rozptýleného světla. Intenzita záření rozptýleného objemovým 
elementem plynu v měřitelných veličinách je dána vztahem (15). 
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kde M  je molární hmotnost a n  charakterizuje index lomu plynu při hmotnostní 
koncentraci w . 
 Rovnice (15) platí i ve velmi zředěných disperzních soustavách, které obsahují částice 
menší, než je dvacetina vlnové délky použitého světla, zde je však pravá strana rovnice 
vynásobená členem 2on , kde on  vyjadřuje index lomu čistého disperzního prostředí.  F  
představuje funkci, která charakterizuje vliv geometrie uspořádání, protože intenzita 
rozptýleného světla nemusí být ve všech směrech stejná. Funkce  F  tak může nabývat 
různých hodnot v závislosti na směru polarizace primárního paprsku, přičemž nejvýhodnější 
je, pokud je primární paprsek polarizován vertikálně, kdy funkce  F  nabývá hodnoty 1. 
V případě, že primární paprsek je polarizován horizontálně, nabývá funkce  F  hodnoty 
2cos  a v případě nepolarizovaného primárního paprsku nabývá funkce  F  hodnoty 
  2cos1 2  . Aby bylo možné zanedbat vliv geometrického uspořádání, byl zaveden 
Rayleighův poměr definovaný vztahem (16). 
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 Raylighův poměr umožňuje přepočítat naměřenou intenzitu na jednotkovou intenzitu 
primárního světla, jednotkovou vzdálenost detektoru od kyvety a úhel  0 , kdy bez ohledu 
na polarizaci světla platí   10 F . 
 Vztah pro výpočet rozptylu světla v disperzních soustavách na částicích, které jsou menší 
než dvacetina vlnové délky použitého světla, odvodil Einstein a Debye. Pokud 
do rovnice (16) zahrneme viriální rozvoj osmotického tlaku a vyjádříme polarizovatelnost 
částic pomocí fluktuace koncentrace, dostaneme Einstein-Debyeův vztah (17). 
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kde 2A  představuje druhý viriální koeficient, který vyjadřuje závislost intenzity rozptýleného 
světla na termodynamickém chování systému, tedy rozptyl světla je ovlivněn koncentračními 
fluktuacemi. Pokud je 02 A , mezi disperzními částicemi převládají přitažlivé síly 
a v důsledku toho dochází k jejich shlukování, což má za následek silné fluktuace a intenzita 
rozptýleného světla se zvyšuje. Naopak pokud je 0>2A , mezi disperzními částicemi 
převládají odpudivé síly a v důsledku toho dochází k jejich rovnoměrnému rozdělení 
v disperzním prostředí, což má za následek snížení fluktuace a intenzita rozptýleného světla 
se snižuje. [23] 
 K experimentálnímu určení intenzity rozptýleného světla v disperzních systémech 
s částicemi menšími než je dvacetina vlnové délky použitého světla, v případě že zanedbáme 
vliv geometrie uspořádání, lze vyjít ze vztahu (18). 
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kde w  je hmotnostní koncentrace disperzních částic, M  je molekulová hmotnost disperzních 
částic, 2A  je druhý viriální koeficient pro disperzní systém,  R  udává rozdíl Rayleighova 
poměru pro disperzní systém a Rayleighova poměru pro čisté disperzní prostředí,   je 
souborem optických konstant daný vztahem (19). 
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kde on  je index lomu čistého disperzního prostředí, AN  je Avogadrova konstanta,   je 
vlnová délka dopadajícího primárního paprsku a  wn   je inkrement indexu lomu 
disperzního systému. Vynesením závislosti 
 

R
w


 proti w  dané vztahem (18) do grafu 
dostaneme v oboru malých koncentrací přímku. Z úseku, který protíná přímka na ose y , 
můžeme určit molekulovou hmotnost disperzních částic a ze směrnice přímky druhý viriální 
koeficient, který podává informace o intenzitě rozptýleného světla v závislosti na povaze 
disperzního systému. [23] 
 K výpočtu intenzity rozptýleného světla v systému polymer-rozpouštědlo a určení 
molekulové hmotnosti polymeru můžeme použít vztah (20). 
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kde   je optická konstanta pro vertikálně polarizované dopadající světlo v systému polymer-
rozpouštědlo daná vztahem (21), c  je koncentrace polymeru,  R  je Reighleiův poměr, wM  
je hmotnostně střední molekulová hmotnost polymeru,   je rozptylový úhel, 2A  je druhý 
viriální koeficient pro systém polymer-rozpouštědlo. 
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kde on  je index lomu rozpouštědla při dopadající vlnové délce, AN  je Avogadrova konstanta, 
o  je vlnová délka dopadajícího světla ve vakuu,  dcdn  je inkrement indexu lomu systému 
polymer-rozpouštědlo. [19, 24] 
2.5 Termická analýza 
2.5.1 Základní definice 
Pojem termická analýza zahrnuje metody, které sledují fyzikální a chemické vlastnosti 
zkoumané látky v závislosti na teplotě nebo času. Jedná se tedy o metody, pomocí kterých 
můžeme sledovat změny složení a vlastností pevných a kapalných látek, které se mění 
v důsledku jejich zahřívání nebo ochlazování, přičemž výsledky těchto změn jsou uváděny 
společně s teplotou. Mezi tyto vlastnosti látek, které se mohou měnit, patří například 
hmotnost, objem, elektrická vodivost nebo vývoj či uvolnění plynu danou látkou. Lze tedy 
říci, že tyto vlastnosti látek jsou funkcí teploty. [18, 25, 26]  
 Metody termické analýzy se dělí celkem do tří skupin a to na metody zabývající se změnou 
hmotnosti analyzovaného vzorku (patří sem například termogravimetrická analýza (TGA) 
nebo diferenční tlaková analýza), metody zabývající se změnou tepelných vlastností vzorku 
(sem patří například diferenční kompenzační kalorimetrie (DSC) nebo diferenční termická 
analýza (DTA)) a metody zabývající se změnou jiných fyzikálních vlastností analyzovaného 
vzorku (například termodilatometrie nebo termomagnetometrie). 
 Společným znakem všech metod termické analýzy je, že fyzikální i chemickou změnu 
můžeme charakterizovat prostřednictvím volné Gibbsovy energie G , která je definována 
vztahem (22). 
 STHG  , (22) 
kde H  je změna entalpie při daném fyzikálním nebo chemickém ději, T  je teplota a S  je 
změna entropie při daném fyzikálním nebo chemickém ději. Obecně platí, že každý systém se 
snaží dosáhnout stavu s nejnižší volnou Gibbsovou energií. To znamená, že například 
krystalická látka může přejít z určité krystalické formy do jiné za vzniku takové krystalické 
struktury, která bude za dané teploty stabilnější, tj. bude tedy mít menší hodnotu volné 
Gibbsovy energie. Vznik struktury s nižší volnou Gibbsovou energií nemusí být přímý, 
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tj. může probíhat postupně přes jednotlivé mezistupně. Mezi tyto fyzikální a chemické děje 
řadíme například tání, vypařování, krystalickou přeměnu, sublimaci nebo chemickou reakci 
(například dehydratace, oxidace či chemický rozklad). Základní charakteristikou takového 
děje může být teplota, změna hmotnosti a změna entalpie. [25, 27, 28] V následujících 
kapitolách budou podrobněji rozebrány metody termogravimetrické analýzy (TGA) 
a diferenční kompenzační kalorimetrie (DSC), které byly použity v experimentální části této 
diplomové práce. 
Tabulka 1: Příklady fyzikálních a chemických procesů [28] 
Fyzikální procesy Endotermický efekt Exotermický efekt m  
Fázová přeměna  + beze změny 
Sublimace +  úbytek 
Tání +  beze změny 
Vypařování +  úbytek 
 
Chemické procesy Endotermický efekt Exotermický efekt m  
Oxidace  + nárůst 
Dehydratace +  úbytek 
Rozklad + + úbytek 
2.5.2 Termogravimetrická analýza 
Termogravimetrická analýza (TGA) je metoda, která je založena na sledování změny 
hmotnosti analyzovaného vzorku v závislosti na teplotě. Analyzovaným vzorkem může být 
pevná i kapalná látka, která je podrobena ohřevu s definovanou rychlostí, tj. dochází 
k lineárnímu růstu teploty s časem. Ohřev analyzovaného vzorku může probíhat dvěma 
způsoby, a to ohřevem vzorku za konstantní teploty, potom mluvíme o izotermní (statické) 
termogravimetrii, anebo ohřevem vzorku při plynule rostoucí nebo klesající teplotě, v tomto 
případě se jedná o neizotermní (dynamickou) termogravimetrii. Můžeme zde sledovat 
všechny fyzikální i chemické děje, v důsledku kterých dochází ke změně hmotnosti 
analyzovaného vzorku. Výsledkem měření je termogravimetrická křivka, která graficky 
vyjadřuje změnu hmotnosti na teplotě vyjádřeno vztahem (23) nebo změnu hmotnosti na čase 
vyjádřeno vztahem (24). Na Obrázku 13 jsou znázorněny typické průběhy 
termogravimetrických křivek. V případě, že se složení analyzovaného vzorku mění 
v závislosti na teplotě, dochází k úbytku jeho hmotnosti. Je patrné, že velikost změny, 
ke které dochází při určité teplotě, závisí především na složení analyzovaného vzorku, 
respektive obsahu složky ve vzorku, která způsobuje daný úbytek hmotnosti. Naopak 
v případě, že se složení analyzovaného vzorku v závislosti na teplotě nemění, výsledkem je 
vodorovná přímka. Pomocí této metody je tedy možné zjistit informace o čistotě a složení 
analyzovaného vzorku, jeho termickou stabilitu a dále informace o termickém rozkladu 
a produktech, které při rozkladu vznikají. [25, 26, 27, 29, 30] 
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  Tfm  , (23) 
kde m  je změna hmotnosti analyzovaného vzorku a T  je teplota. 
  tfm  , (24) 
kde m  je změna hmotnosti analyzovaného vzorku a t  je čas. 
 
 
Obrázek 13: Typické průběhy termogravimetrických křivek [28] 
 Přístroj, který se používá k měření termogravimetrické analýzy, bývá též označován jako 
termováhy. Tento přístroj se skládá z korundové nebo platinové pánvičky, která je zavěšena 
na velmi citlivých vahách zaznamenávajících změnu hmotnosti vzorku. V okolí vzorku se 
nachází statická atmosféra, tj. v okolí vzorku není použitý žádný plyn, anebo dynamická 
atmosféra, tj. v okolí vzorku se nachází plyn procházející určitou rychlostí. V případě 
dynamické atmosféry může být použitý plyn vůči analyzovanému vzorku inertní (například 
N2, Ar), oxidační (například O2, vzduch) nebo reaktivní (například Cl2, SO2). Přesnost 
přístroje a průběh termogravimetrické křivky ovlivňuje například velikost použitého vzorku, 
druh použitého plynu, rychlost zahřívání nebo chlazení vzorku. Největší přesnosti měření lze 
přitom dosáhnout při malém množství vzorku, nízké rychlosti ohřevu nebo chlazení a vyšší 
tepelné vodivosti použitého plynu. Na druhou stranu je v termogravimetrické analýze 
nejčastějším zdrojem chyb především nepřesné měření teploty a dále pak aerodynamické 
vlivy, které mohou vznikat kolem vzorku při použití dynamické atmosféry. 
[25, 26, 27, 29, 30] 
32 
 
 
Obrázek 14: Schéma přístroje pro termogravimetrickou analýzu [26] 
2.5.3 Diferenční kompenzační kalorimetrie 
Diferenční kompenzační kalorimetrie bývá označována zkratkou DSC, která vychází 
z anglického názvu Differential Scanning Calorimetry. Principem této metody je měření 
dodané tepelné energie do analyzovaného vzorku a zároveň i do referenčního vzorku tak, 
aby teplota analyzovaného vzorku a referenčního vzorku byla udržována na stejné hodnotě. 
Jinak řečeno jde o metodu, při které jsou sledovány teplotní změny analyzovaného vzorku 
při zahřívání nebo ochlazování definovanou rychlostí společně s referenčním vzorkem. 
Grafickým znázorněním je DSC-křivka vyjadřující závislost tepelného toku na teplotě daná 
vztahem (25), respektive na čase daná vztahem (26). Zatímco referenční vzorek je 
charakteristický tím, že při teplotních změnách u něj nenastávají žádné fyzikální ani chemické 
přeměny doprovázené uvolněním či spotřebováním tepla, tj. doprovázené změnou entalpie, 
u analyzovaného vzorku k těmto změnám v důsledku změny teploty dochází. Může se jednat 
o děje jako například odpařování, sublimace, tavení, změna krystalové struktury, dehydratace, 
oxidačně-redukční či rozkladné reakce. V důsledku teplotních změn může dojít 
v analyzovaném vzorku k exotermickému (uvolnění tepla) nebo endotermickému 
(spotřebování tepla) efektu, což se projeví zvýšením či snížením teploty analyzovaného 
vzorku a v grafické závislosti se objeví charakteristický pík pro daný efekt. Například pokud 
u analyzovaného vzorku dojde při určité teplotě ke vzniku endotermického efektu, projeví se 
to snížením teploty analyzovaného vzorku oproti referenčnímu vzorku. Aby však bylo 
dosaženo nulového teplotního rozdílu mezi analyzovaným a referenčním vzorkem, zvýší se 
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množství dodávané energie do analyzovaného vzorku. V případě, že při určité teplotě dojde 
ke vzniku exotermického efektu, tj. u analyzovaného vzorku se zvýší teplota 
oproti referenčnímu vzorku, proběhne vše naopak. V tomto případě je tedy za účelem 
vyrovnání teplot mezi analyzovaným a referenčním vzorkem sníženo množství dodávané 
energie do analyzovaného vzorku. Plocha píku vypovídá o množství odevzdaného 
nebo spotřebovaného tepla a souvisí přímo s obsahem složky v analyzovaném vzorku 
odpovídající danému efektu. Tato složka ovlivňuje i samotnou polohu píku v grafické 
závislosti na vodorovné ose zobrazující teplotu v závislosti na tom, při jaké teplotě vykazuje 
právě tato složka exotermický či endotermický efekt. Na Obrázku 15 je vidět možný průběh 
DSC-křivky s vyznačeným směrem orientace exotermického efektu. V experimentálních 
podmínkách existují celkem dva typy uspořádání diferenční kompenzační kalorimetrie. 
Diferenční kompenzační kalorimetrie s tepelným tokem neboli Heat-flux DSC a diferenční 
kompenzační kalorimetrie s kompenzací příkonu (obrácená DTA) neboli Power compensated. 
[27, 28, 29, 30] 
  Tfq 

, (25) 
kde T  je teplota a 

q  je tepelný tok definovaný jako množství dodaného tepla za jednotku 
času a je vyjádřen vztahem (27). 
  tfq 

, (26) 
kde t  je čas a 

q  je tepelný tok. 
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Obrázek 15: Příklad průběhu DSC-křivky s vyznačeným směrem orientace exotermického efektu [28] 
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 Diferenční kompenzační kalorimetrie s tepelným tokem neboli Heat-flux DSC je založena 
na tom, že analyzovaný vzorek je umístěn samostatně v pánvičce. Tato pánvička velmi dobře 
vede teplo a má malou tepelnou kapacitu. Referenční vzorek je umístěn ve druhé pánvičce, 
která má stejné vlastnosti jako pánvička s analyzovanou látkou. Obě pánvičky jsou umístěny 
ve společné kalorimetrické cele na tepelně vodivých destičkách, pod kterými se nachází 
teplotní čidla. V důsledku toho je možné měřit teplotu na více místech přímo pod pánvičkami. 
Pánvičky jsou propojeny pomocí tepelného mostu. Pokud dojde ke změně teploty v pánvičce 
s analyzovaným vzorkem v důsledku endotermického nebo exotermického děje, vznikne 
rozdíl teplot mezi analyzovaným a referenčním vzorkem. Tento rozdíl teplot mezi vzorky 
přístroj zaeviduje jako tepelný tok a převede jej na hodnotu tepelné energie. [25, 26, 28, 30] 
 
 
Obrázek 16: Schéma diferenční kompenzační kalorimetrie s tepelným tokem [28] 
 
 Diferenční kompenzační kalorimetrie s kompenzací příkonu (obrácená DTA) neboli Power 
compensated je založena na tom, že analyzovaný vzorek je umístěn samostatně v pánvičce. 
Tato pánvička velmi dobře vede teplo a má malou tepelnou kapacitu. Referenční vzorek je 
umístěn ve druhé pánvičce, která má stejné vlastnosti jako pánvička s analyzovanou látkou. 
V tomto případě jsou však pánvičky od sebe izolovány, tj. každá pánvička je umístěna 
do vlastní kalorimetrické cely obsahující teplotní senzor. Pokud u analyzovaného vzorku 
nedochází k žádnému ději a tudíž nedochází ke změně teploty, analyzovaný i referenční 
vzorek je zahříván stejnou rychlostí. Pokud dojde ke změně teploty v pánvičce 
s analyzovaným vzorkem v důsledku endotermického nebo exotermického děje, je tato změna 
okamžitě kompenzována změnou příkonu kalorimetrické cely, kde se analyzovaný vzorek 
nachází. V důsledku toho je teplotní rozdíl obou těchto kalorimetrických cel vždy nulový. 
Změnu entalpie analyzovaného vzorku je potom možné dopočítat pomocí tepelného toku, 
který se určí na základě změny příkonu kalorimetrické cely obsahující analyzovaný vzorek. 
[25, 26, 28, 30] 
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Obrázek 17: Schéma diferenční kompenzační kalorimetrie s kompenzací příkonu [28] 
 
 Endotermické efekty můžeme v DSC-křivkách znázornit dvojím způsobem. Existují dva 
standardy, kterými jsou International Confederation for Thermal Analysis, podle kterého se 
endotermické efekty zobrazují oproti základní linii směrem dolů, a Deutsche Industrie Norm 
51 005, podle kterého se endotermické efekty zobrazují oproti základní linii směrem nahoru. 
Totožné standardy pak platí i pro exotermické efekty, které však mají oproti endotermickým 
efektům vždy opačný směr. Z toho tedy plyne, že záleží na experimentátorovi, podle kterého 
standardu bude postupovat. Je nezbytné, aby v grafickém záznamu DSC-křivky byl vždy 
zaznamenán směr alespoň jednoho druhu změny, tedy pro endotermický efekt 
nebo exotermický efekt. [26, 28, 30] 
2.6 Sušení 
2.6.1 Základní definice 
Sušení je proces, při kterém dochází k odpařování kapaliny ze sušeného materiálu v důsledku 
dodávání energie (například ve formě tepla). Dochází tak ke vzniku páry, která se vypařuje 
ze sušeného materiálu a následně přechází do okolního plynu. Jedná se v podstatě o difúzní 
proces, kdy dochází k transportu látky ve směru koncentračního gradientu, tj. látka 
odpovídající za vlhkost v sušeném materiálu má nižší parciální tlak par ve vzduchu 
než na fázovém rozhraní sušeného materiálu a vzduchu. Existují různé druhy sušení jako 
například konvekční, kontaktní či radiační sušení, lyofilizace, absorbce (například pomocí 
CaCl2) a adsorpce (například na silikagelu). V důsledku těchto rozmanitých metod 
používaných k sušení můžeme odstraňovat vlhkost z různých typů materiálů, tedy pevných, 
polotekutých či tekutých látek. [31, 32] V následujících kapitolách budou podrobněji 
rozebrány metody konvekčního sušení, lyofilizace a radiačního sušení, které byly použity 
v experimentální části této diplomové práce. 
2.6.2 Konvekční sušení 
Konvekční sušení patří mezi nejpoužívanější druh sušení k odstranění kapaliny ze sušeného 
materiálu. Provádí se v tzv. konvekčních sušárnách, kde je sušený materiál v přímém kontaktu 
s horkým proudícím plynem (například horkým vzduchem), ze kterého na jeho povrch 
přestupuje teplo. [31, 32] 
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2.6.3 Lyofilizace 
Název metody lyofilizace je odvozen z anglického slova „lyophile“, které v překladu znamená 
„mít rád rozpouštědlo“, což ukazuje na skutečnost, že takto vysušené látky se velmi ochotně 
zpětně rehydratují. S postupem času byl zaveden nový název metody freeze-drying, 
v překladu znamenající sušení mrazem, který také velmi dobře vystihuje podstatu této 
metody. [33] 
 Lyofilizace patří mezi metody sušení, které jsou založeny na tzv. sublimačním sušení 
materiálů. Sublimace je separační proces, který je obecně řazen mezi difúzní operace, 
kdy dochází k přechodu látky z tuhé fáze do plynného skupenství a to přímo, tedy 
bez mezipřechodu přes kapalnou fázi. V případě lyofilizace pak sublimace probíhá za velmi 
nízkých teplot a tlaků, tj. za použití vakua, přičemž na fázovém rozhraní tuhá látka – plyn 
je ovlivňována sdílením hmoty a tepla v měnící se porézní struktuře tuhé látky. Celý proces 
lyofilizace probíhá v přístroji, který se nazývá lyofilizátor. U této metody se s velkou výhodou 
využívá vymrazování materiálů, které mají být zbavené vlhkosti. Při tomto vymrazování 
přechází materiál z kapalného do tuhého stavu, kdy se nachází ve formě ledu obsahující 
ledové krystaly, který však nepoškozuje samotnou strukturu vymrazovaného materiálu. Poté 
dochází k odstranění vlhkosti ze zmrazeného materiálu. Led, který se nachází uvnitř pórů 
materiálu je sublimován do plynné fáze při teplotě a tlaku, které jsou nižší než je teplota a tlak 
odpovídající trojnému bodu vody (teplota 273,16 K a tlak 611 Pa). Obrázek 18 znázorňuje 
postupné kroky lyofilizace sušeného materiálu v případě, že vlhkost tohoto materiálu 
je tvořena vodou. Jednotlivé kroky v podstatě obchází trojný bod vody, což zabraňuje vzniku 
kapalného stavu vody v průběhu sublimačního sušení. Lyofilizace může být použita 
k odstranění vlhkosti ze sušeného materiálu, která je tvořena například chemicky vázanou 
vodou (tj. zahrnující i krystalovou vodu), vodou vázanou v pórech materiálu, adsorbovanou 
vodou na povrchu porézního materiálu či osmoticky vázanou vodou. [32, 33, 34, 35] 
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Obrázek 18: Fázový diagram vody s vyznačeným trojným bodem vody a jednotlivými kroky lyofilizace, 
kde přechod 1 → 2 značí přechod kapalné fáze vody do tuhé fáze (ledu) v důsledku snížení teploty 
pod 273,15 K; přechod 2 → 3 znázorňuje snižování tlaku, přičemž teplota zůstává zachována 
pod 273,15 K; přechod 3 → 4 značí zvyšování teploty nad 273,15 K při současném zachování tlaku, 
kdy led začíná sublimovat a jde o tzv. primární sušení; přechod 4 → 5 znázorňuje postupné zvyšování 
teploty i tlaku, kdy dochází k odstranění veškeré vlhkosti v sušeném materiálu a jedná se 
o tzv. sekundární sušení [35] 
 Lyofilizace HA se skládá celkem ze čtyř hlavních kroků. Prvním krokem je převedení 
materiálu do kapalné fáze. Druhým krokem je jeho hluboké zmrazení. Třetí krok je tvořen 
primárním sušením, jehož cílem je především odstranit veškerou volnou vodu z povrchu 
sušeného materiálu. Čtvrtý a zároveň poslední krok se nazývá sekundární sušení, které má 
sušený materiál v důsledku zvýšení teploty i tlaku zbavit veškeré vázané vody uvnitř 
sušeného materiálu. Výsledný produkt lyofilizačního sušení je charakteristický svou 
pórovitou strukturou, v důsledku čehož je velmi náchylný na vzdušnou vlhkost, kterou je 
schopen velmi ochotně vázat, tj. je snadno rehydratovatelný. Je tedy nezbytné, aby byl 
produkt po lyofilizaci udržován v podmínkách podobných vakuu nebo v uzavřené nádobě, 
kde bude izolován od této vzdušné vlhkosti. V důsledku pórovité struktury je produkt velmi 
lehký a je schopen si udržet svůj tvar. K tomu, aby sublimační sušení bylo úspěšné, je však 
nezbytné, aby byl materiál velmi dobře zmrazen. 
 Vzhledem k tomu, že sušení pomocí lyofilizace je velmi šetrné k sušeným materiálům, 
používá se především tam, kde jsou kladeny vysoké nároky na kvalitu sušeného produktu 
za účelem zvýšení jeho stability a předcházení plísním. Své uplatnění nachází například 
ve farmaceutickém průmyslu (k odstranění vlhkosti z krevního plasma, antibiotik, 
bakteriálních či virových kultur, hormonů, peptidů, vitamínů), v potravinářském průmyslu 
(k odstranění vlhkosti z čaje, kávy, masa, žampionů nebo ovoce a zeleniny), v medicíně 
(k odstranění vlhkosti z histologických preparátů), ale dokonce i v muzeích (k odstranění 
vlhkosti z historicky cenných svazků knih či jiných artefaktů). Obrovskou nevýhodou tohoto 
druhu sušení je však jeho vysoká energetická náročnost. Naopak výhodou lyofilizace je, 
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že v průběhu sublimačního sušení nedochází k chemickým reakcím, dále nedochází 
ke koagulaci složek tvořících sušený materiál a je zachována sterilita produktu. [32, 33, 34, 
35] 
2.6.4 Radiační sušení 
Radiační sušení patří mezi metody, které k sušení materiálů využívají jako topný zdroj 
infračervené záření o vlnové délce od 1 do 2 µm. Princip spočívá v emisi infračerveného 
záření prostřednictvím odporově vyhřívaných topných tělísek nebo porézních keramických 
tělísek. Do sušeného materiálu pak toto záření proniká, díky čemuž dochází k odpařování 
vlhkosti z analyzovaného vzorku. [36] Metoda radiačního sušení se využívá například 
v automobilovém průmyslu k dosušení nátěrů, v textilním průmyslu nebo v papírenském 
průmyslu. [32] V rámci experimentální části této diplomové práce byly použity sušící váhy 
s infračerveným zdrojem záření, pomocí kterých byla termogravimetricky stanovena vlhkost 
sypkého prášku hyaluronanu. 
2.7 Současný stav řešené problematiky 
2.7.1 Termická degradace a stabilita hyaluronanu 
Degradací se obecně označují rozkladné reakce látek, jejichž výsledkem jsou v případě 
makromolekulárních látek látky o nižší molekulové hmotnosti než výchozí materiál. U HA se 
pak konkrétně jedná o depolymerizaci. Díky těmto rozkladným reakcím dochází u HA 
ke štěpení řetězce na menší části nebo ke změně chemické povahy tím, že se z řetězce odštěpí 
malé molekuly. Degradaci HA je možné posuzovat ze dvou základních hledisek. Prvním je 
cílená degradace, která se využívá například v průmyslu za účelem získání určité molekulové 
hmotnosti HA za použití různých metod degradace. Druhým hlediskem je negativní, 
tj. nežádoucí degradace, kdy dochází k odbourávání HA v lidském těle v důsledku 
fyziologických či patologických změn. Například u vysokomolekulového HA vyskytujícího 
se v synoviální hmotě v kloubech vlivem namáhání, respektive tlaku vznikajícím při chůzi, 
dochází k jeho degradaci, čímž se zvyšuje množství nízkomolekulárních frakcí v těchto 
místech a zhoršují se jeho reologické vlastnosti. V důsledku toho dochází ke snižování jeho 
viskozity, elasticity a v neposlední řadě i stability, což má za následek zhoršení kvality 
synoviální tekutiny a zvýšené riziko vzniku artritidy. K cílené degradaci HA je pak možné 
použít fyzikální, chemické nebo enzymatické metody. Základní rozdíl mezi těmito metodami 
je v tom, že zatímco fyzikální metody se používají pro degradaci HA především v suchém 
stavu za účelem získání větších fragmentů (v řádech kDa), chemické metody se používají 
pro degradaci HA v roztoku za účelem získání střední velikosti fragmentů HA 
(od 400 do 4 kDa). Posledním druhem degradace HA jsou enzymatické metody, pomocí 
kterých je možné získávat oligosacharidy v podstatě bez vedlejších produktů. V závislosti 
na použitém enzymu pak dochází k redukci řetězce HA buďto od konce obsahující N-acetyl-
D-glukosamin nebo od konce obsahující D-glukuronovou kyselinu. Degradace HA, která byla 
doposud zkoumána, byla například termická, enzymatická, kyselá a zásaditá, fotochemická 
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nebo ultrazvuková degradace. Z toho plyne, že stabilita HA obecně závisí na faktorech 
jako například: 
–  molekulová hmotnost; 
–  teplota, respektive podmínky, při kterých je HA skladován; 
–  pH, kdy při neutrálním pH vykazuje HA v suchém stavu nejvyšší stabilitu; 
–  přítomnost enzymů; 
–  přítomnost volných radikálů apod. [7, 20, 37, 38, 39]  
 V experimentální části této diplomové práce byla zkoumána termická degradace HA, 
u kterého by mělo docházet ke snižování jeho molekulové hmotnosti v důsledku štěpení 
polymerního řetězce na menší části. [38] 
 Následující dva příklady výzkumů termické degradace HA byly provedeny na Fakultě 
chemické, Vysokého učení technického v Brně. 
 Příkladem termální degradace může být výzkum popsaný v článku z roku 2015 
J. Mondekem a kol., jehož cílem bylo porovnat degradaci vysokomolekulového hyaluronanu 
s molekulovou hmotností 1,67 MDa a 1,8 MDa v pevném práškovém stavu a ve vodném 
roztoku pomocí metody SEC-MALLS. Bylo zjištěno, že čím delší dobu byl prášek HA 
či vodný roztok zahříván, a zároveň čím vyšší teplota byla použita, tím docházelo 
ke zvyšování termální degradace, tj. docházelo k výraznějšímu poklesu molekulové hmotnosti 
vlivem teploty. V případě roztoků byly použity teploty zahřívání 37 °C, 60 °C a 90 °C a u HA 
v pevném práškovém stavu byly použity teploty zahřívání 60 °C, 90 °C a 120 °C. Dále bylo 
zjištěno, že v případě roztoků HA docházelo při nižších teplotách, tj. 37 °C a 60 °C, pouze 
k mírnému poklesu molekulové hmotnosti, zatímco při teplotách 90 °C a 120 °C docházelo již 
u obou forem HA k výrazné degradaci, tj. významnému poklesu molekulové hmotnosti. [40] 
 Další příklad výzkumu termální degradace HA je výzkum V. Simulesca a kol. z roku 2016, 
kde byla porovnávána degradace vodných roztoků hyaluronanu pro různé molekulové 
hmotnosti HA v dlouhodobé degradační studii, která byla sledována po šedesát dnů pomocí 
metody SEC-MALLS. Pro každou zkoumanou molekulovou hmotnost (90–130 kDa, 300–
500 kDa a 1 750 kDa) byly nachystány dva roztoky, přičemž jeden byl uchováván po dobu 
dvou měsíců při laboratorní teplotě a druhý byl uchováván po dobu dvou měsíců v lednici. 
Následně byla vzájemně porovnávána degradace HA ve vodném roztoku, tj. pokles její 
molekulové hmotnosti, v závislosti na podmínkách skladování pro každou zkoumanou 
molekulovou hmotnost zvlášť. Z tohoto výzkumu bylo zjištěno, že stabilita vodného roztoku 
HA při laboratorní teplotě je mnohem nižší než v případě, že je vodný roztok HA uchováván 
v lednici. [41] 
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Následují další příklady výzkumů zabývajících se termickou stabilitou a degradací HA. 
 L. Lapčík a kol. se v článku z roku 1998 zmiňují o tepelné degradaci HA. Podle jejich 
závěrů dochází při zvyšující se teplotě k poklesu viskozity roztoků HA v závislosti na čase 
tepelného namáhání HA. [7] 
 Další článek zabývající se tepelnou degradací HA v roztoku je článek od M. Rehákové 
a kol. z roku 1994. Pro studium tepelné degradace použili 0,05% roztok HA o molekulové 
hmotnosti 1,75 MDa, který podrobili zahřívání při teplotě 60 °C, 70 °C, 80 °C a 90 °C 
po dobu 60 minut. Poté roztok nechali ochladit na laboratorní teplotu a analyzovali jej pomocí 
kapalinové chromatografie za použití UV detektoru. Na základě získaných výsledků zjistili, 
že se zvyšující se teplotou zahřívání dochází u roztoku HA k postupné depolymerizaci, 
která odpovídá poklesu molekulové hmotnosti HA o přibližně 200 kDa při teplotě zahřívání 
90 °C. [42] 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1  Použité materiály 
– Hyaluronan sodný o molekulové hmotnosti 90–130 kDa (v níže uvedeném textu 
značen zkratkou NMHA), Technical grade, dodaný firmou Contipro Biotech s.r.o., 
Dolní Dobrouč, Česká republika; 
– Hyaluronan sodný o molekulové hmotnosti 1500–1750 kDa (v níže uvedeném textu 
značen zkratkou VMHA), Technical grade, dodaný firmou Contipro Biotech s.r.o., 
Dolní Dobrouč, Česká republika; 
– Dusičnan sodný, čistota p.a., dodaný firmou Lach-Ner s.r.o., Neratovice, Česká 
republika; 
– Milli-Q voda3. 
3.2 Použité metody 
3.2.1 Příprava roztoků HA 
Na analytických vahách bylo s přesností na čtyři desetinná místa za laboratorní teploty 
naváženo potřebné množství nesušeného práškového HA. Poté byl připraven zásobní roztok 
nesušeného HA v Milli-Q vodě za stálého míchání na magnetické míchačce při laboratorní 
teplotě pomocí vrstvícího způsobu, který spočíval ve střídavém postupném přidávání navážky 
HA a Milli-Q vody. Po každém přisypání HA k Milli-Q vodě byl roztok vždy určitou dobu 
ponechán k důkladnému promíchání. Tyto dva kroky byly několikrát opakovány 
a po přisypání téměř veškerého naváženého množství HA byla váženka zvážena 
na analytických vahách, aby bylo zjištěno, kolik HA v důsledku vázané vlhkosti ulpělo 
na vážence. Na základě tohoto zjištění bylo poté přepočítáno potřebné množství Milli-Q vody 
tak, aby zásobní roztok VMHA měl koncentraci 2 g·dm−3 a koncentrace zásobního roztoku 
NMHA byla 10 g·dm−3. Pro každou molekulovou hmotnost byly připraveny celkem tři 
zásobní roztoky nesušeného HA v Milli-Q vodě o daných koncentracích. Takto připravené 
zásobní roztoky byly pečlivě uzavřeny, zaparafilmovány a ponechány k důkladnému 
promíchání na magnetické míchačce při otáčkách do 300 rpm minimálně 24 hodin 
při laboratorní teplotě, aby bylo dosaženo co nejvyšší homogenity zásobního roztoku. 
 Stejným způsobem bylo postupováno i v případě zkoumání teplotní a časové závislosti 
degradace HA, avšak HA byl před samotnou přípravou zásobních roztoků sušen v sušárně 
Venticell
®. To znamená, že v případě zkoumání teplotní závislosti degradace VMHA byl HA 
sušen po dobu 30 minut při teplotě 60 °C, 70 °C, 80 °C a 90 °C, v případě zkoumání časové 
                                                 
3
 Milli-Q voda je „ultra čistá voda“, která je několikrát po sobě filtrovaná a následně deionizovaná (zbavena 
minerálů) pomocí přístroje PURELAB Option ELGA. 
42 
 
závislosti degradace VMHA byl HA sušen při teplotě 75 °C po dobu 15 minut, 30 minut, 
60 minut a 120 minut. Následně byly pro každou teplotu sušení a dobu sušení při konstantní 
teplotě VMHA připraveny tři zásobní roztoky o koncentraci 2 g·dm−3. Při zkoumání 
degradace NMHA byl HA sušen po dobu 30 minut při teplotě 90 °C a po dobu 60 minut 
při teplotě 90 °C. Pro oba časy sušení NMHA byly připraveny tři zásobní roztoky 
o koncentraci 10 g·dm−3. 
 Zásobní roztoky VMHA s koncentrací 2 g·dm−3 byly dále ředěny na koncentraci 1 g·dm−3 
pomocí Milli-Q vody pro reologická měření a pomocí 0,2 mol·dm−3 NaNO3 pro měření SEC-
MALLS, protože mobilní fází v případě měření SEC-MALLS byl roztok NaNO3 
o koncentraci 0,1 mol·dm−3. Zásobní roztoky NMHA s koncentrací 10 g·dm−3 byly ředěny 
na koncentraci 5 g·dm−3 pro jednotlivá měření stejným způsobem jako tomu bylo u VMHA. 
Poté byly naředěné roztoky pečlivě uzavřeny, zaparafilmovány a ponechány k důkladnému 
promíchání na magnetické míchačce za použití mírných otáček přibližně 24 hodin. V případě, 
že takto připravené roztoky nebyly ihned proměřeny, byly uchovávány v lednici z důvodu 
zpomalení degradačních procesů.  
 Pro přípravu roztoku 0,2 mol·dm−3 NaNO3 bylo na analytických vahách za laboratorní 
teploty naváženo potřebné množství dusičnanu sodného tak, aby výsledná koncentrace 
roztoku byla 0,2 mol·dm−3. K přípravě roztoku byla použita Milli-Q voda. Vzniklý roztok byl 
důkladně promíchán, zaparafilmován a uchováván v lednici. 
3.2.2 Příprava roztoků s lyofilizovaným HA 
Nejdříve byl připraven zásobní roztok nesušeného VMHA v Milli-Q vodě o koncentraci 
2 g·dm−3 za laboratorní teploty pomocí vrstvícího způsobu, který je detailně popsán 
v předchozí kapitole 3.2.1. Tento zásobní roztok byl ponechán minimálně 24 hodin 
na magnetické míchačce při otáčkách do 300 rpm k promíchání za laboratorní teploty. 
Následně byl rozdělen na tři díly, které byly odpipetovány do lyofilizačních nádob. 
Lyofilizační nádoby s těmito roztoky byly dány přibližně na 24 hodin do mrazícího boxu, 
ve kterém byla udržována teplota pod hodnotou −20 °C, aby došlo k důkladnému vymražení. 
Vymražené roztoky pak byly lyofilizovány alespoň 24 hodin při teplotě −105 °C a tlaku 1 Pa 
na lyofilizátoru značky BenchTop 4K ZL od firmy VirTis. Výtěžky lyofilizace, tj. VMHA 
vysušený mrazem, byly následně použity k opětovné přípravě zásobních roztoků 
o koncentraci 2 g·dm−3 lyofilizovaného VMHA v Milli-Q vodě podle postupu popsaného 
v kapitole 3.2.1, přičemž z každého výtěžku lyofilizace byly připraveny tři zásobní roztoky. 
Dále byly tyto zásobní roztoky o koncentraci 2 g·dm−3 lyofilizovaného VMHA v Milli-Q 
vodě naředěny na koncentraci 1 g·dm−3 pomocí Milli-Q vody pro reologická měření a pomocí 
0,2 mol·dm−3 NaNO3 pro měření SEC-MALLS. Naředěné roztoky byly pečlivě uzavřeny, 
zaparafilmovány a ponechány k důkladnému promíchání na magnetické míchačce za použití 
mírných otáček přibližně 24 hodin. V případě, že takto připravené roztoky nebyly ihned 
proměřeny, byly uchovávány v lednici. 
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3.2.3 Reologické měření 
Viskozita připravených roztoků byla měřena na reometru AR-G2 od firmy TA Instruments. 
K měření roztoků NMHA byl použit měřící systém dvou souosých válců (double gap 
concentric cylinder), který je vhodný pro méně viskózní roztoky. V případě měření roztoků 
VMHA byl použit měřící systém kužel-deska, který je naopak vhodný pro viskóznější 
roztoky, přičemž úhel zkosení použitého kužele byl 1° a průměr 60 mm. Tato geometrie bývá 
též označována jako C60/1. Před samotným měřením byly roztoky vždy vytemperovány 
na laboratorní teplotu. 
  Viskozita každého roztoku byla změřena třikrát, přičemž pro každé měření byl vždy 
nadávkován nový vzorek, který byl před každým měřením na reometru temperován po dobu 
5 minut na teplotu 25 °C. Mezi jednotlivými měřeními byla měřicí geometrie vždy důkladně 
očištěna. K samotnému měření roztoků byla použita metoda kontinuální rampy, pomocí 
které byl zjištěn vhodný rozsah tečného napětí, a metoda ustáleného stavu. Obě metody 
umožňují měřit viskozitní křivky zobrazující závislost viskozity na smykové rychlosti. 
Při použití metody ustáleného stavu byl každý bod viskozitní křivky měřen třikrát, 
přičemž naměřená hodnota smykové rychlosti se při jednom určitém tečném napětí nesměla 
lišit o více jak 5 % v časovém intervalu 10 sekund. Celková doba měření jednoho bodu byla 
nastavena v případě použití měřícího systému kužel-deska na 2 minuty a 51 sekund, v případě 
použití měřícího systému dvou souosých válců pak na 2 minuty a 41 sekund.  
3.2.4 Měření SEC-MALLS 
Měření SEC-MALLS bylo provedeno za účelem zjištění molekulové hmotnosti jednotlivých 
vzorků HA a probíhalo na přístroji, který je kombinací chromatografické části (rozměrově 
vylučovací chromatografie – SEC) od firmy Agilent a detektorů (MALLS – multi-angle laser 
light scattering, dVI – diferenční viskozimetr, dRI – diferenční refraktometr) od firmy Wyatt. 
Roztoky byly před samotným měřením vždy zfiltrovány přes stříkačkové filtry o velikosti 
pórů 0,45 μm do vialek. Jako mobilní fáze byl použit 0,1 mol·dm−3 NaNO3. Měření probíhalo 
při teplotě 25 °C a průtoku 0,6 ml·min−1. Vzorky byly odebírány automaticky pomocí 
autosampleru. Objem nástřiku jednoho vzorku do kolony byl nastaven na 50 μl. Použitá 
kolona byla GPC (gelová permeační kolona) s označením PL aquagel-OH MIXED-H 
umožňující měřit molekulové hmotnosti polysacharidů v rozsahu od 6 × 103 do 10 × 106 Da 
a jejíž rozměry byly 7,5 × 300 mm. Měření probíhalo v programu Astra (verze 6.1). 
3.2.5 Sušení na sušících vahách 
Ke zjištění úbytku hmotnosti vzorků práškového NMHA a vzorků práškového VMHA byl 
použit sušící analyzátor IR35 od firmy Denver Instrument. Měření probíhalo při teplotě sušení 
60 °C, 70 °C, 80 °C a 90 °C. Přístroj byl nastaven tak, aby jednotlivé hodnoty hmotnosti byly 
u každého vzorku odečítány po 30 sekundách, přičemž celková doba sušení při dané teplotě 
byla 30 minut. Minimální navážka vzorku HA byla vždy 100 mg. Každý vzorek HA byl 
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při dané teplotě změřen dvakrát, přičemž mezi jednotlivými měřeními byla vždy navážena 
nová navážka vzorku HA. 
3.2.6 Měření termogravimetrické analýzy 
Termogravimetrická analýza byla provedena za účelem zjištění obsahu vlhkosti vzorků 
práškového VMHA v závislosti na teplotě sušení pomocí přístroje TGA Q 5 000 od firmy 
TA Instruments. Měření probíhalo v programu Universal Analysis 2 000 od stejné firmy. 
Minimální navážka vzorku VMHA pro měření byla 6 mg, přičemž tato navážka byla 
navážena na platinovou pánvičku. Tento vzorek byl před samotným měřením v přístroji 
TGA Q 5 000 skokově zahřát na 60 °C a následně sušen po dobu 30 minut při této teplotě. 
Poté byl vzorek VMHA proměřen v rozsahu teplot od 60 °C do 200 °C s rychlostí ohřevu 
5 °C·min−1. Měření probíhalo v atmosféře dusíku, jehož průtok byl 30 ml·min−1. Nastavený 
cyklus měření je možné zjednodušeně zapsat následovně:  
– skokové zahřátí přístroje se vzorkem VMHA na 60 °C; 
– 30 minut izoterma; 
– postupné vzrůstání teploty z teploty 60 °C na teplotu 200 °C s rychlostí ohřevu 
5 °C·min−1. 
 Stejným způsobem bylo postupováno i v případě sušení vzorku VMHA při teplotě sušení 
70 °C, 80 °C a 90 °C s tím rozdílem, že jednotlivá měření se navzájem lišila nastavenou 
počáteční hodnotou teploty sušení. Měření bylo provedeno i pro referenční nesušený vzorek 
VMHA, který byl změřen v rozsahu teplot od 20 °C do 200 °C s rychlostí ohřevu 5 °C·min−1, 
v přítomnosti atmosféry dusíku s průtokem 30 ml·min−1. 
3.2.7 Měření pomocí diferenční kompenzační kalorimetrie 
Měření pomocí diferenční kompenzační kalorimetrie bylo provedeno za účelem sledování 
„tepelného efektu“, tj. měření spotřebovaného tepla potřebného k odpaření vlhkosti ze vzorku 
VMHA. Měření probíhalo na přístroji DSC Q 2 000 od firmy TA Instruments, v programu 
Universal Analysis 2 000 od stejné firmy. Minimální navážka práškového vzorku VMHA 
byla 6 mg, v případě lyofilizovaného vzorku VMHA byla minimální navážka 1,7 mg. Vzorek 
VMHA byl vždy navážen do hliníkové pánvičky, která byla před samotným měřením 
hermeticky uzavřena víčkem. Toto víčko bylo propíchnuto, aby mohla vypařovaná vlhkost 
obsažená ve vzorku VMHA během zahřívání odcházet pryč z pánvičky. Jako referenční 
vzorek byla použita prázdná hliníková hermeticky uzavřená pánvička. Měření probíhalo 
v atmosféře dusíku, jehož průtok byl 40 ml·min−1. Vzorek VMHA byl podroben měřicímu 
cyklu ohřev, který je možné zapsat následujícím způsobem: 
– zahřívání vzorku VMHA s rychlostí ohřevu 5 °C·min−1 z teploty 25 °C 
na teplotu 250 °C. 
 Měření bylo opakováno pro každý vzorek dvakrát, přičemž pro každé měření byl použit 
vždy nový vzorek. 
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3.3 Vyhodnocení naměřených dat 
3.3.1 Vyhodnocení reologického měření 
K vyhodnocení naměřených reologických dat byl použit program TA Data Analysis od firmy 
TA Instruments a MS Excel.  Naměřená viskozitní křivka, která zobrazuje závislost viskozity 
na smykové rychlosti, byla v programu TA Data Analysis proložena vhodným reologickým 
modelem. V případě roztoků NMHA byl použit k proložení viskozitní křivky 
Newtonův model definovaný vztahem (5). V případě roztoků VMHA bylo vykazováno 
typické nenewtonské chování, proto byl k proložení viskozitní křivky použit Crossův model 
definovaný vztahem (28). 
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proložena výše uvedenými modely, neměla by hodnota odchylky definovaná vztahem (29) 
překročit hodnotu 20. 
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kde nx  jsou naměřené hodnoty, cx  jsou vypočítané hodnoty, N  je počet naměřených hodnot 
v křivce a rozsah je rozdíl mezi minimální a maximální hodnotou, která byla naměřena. 
Vzhledem k tomu, že tato podmínka byla v obou případech splněna, byly dané modely 
považovány za vhodné. Hodnota odchylky odpovídá parametru standard error v legendách 
níže uvedeného Obrázku 19 a Obrázku 20. 
 Aby bylo možné posoudit, jaký má vliv sušení na degradaci HA, byl z Newtonova modelu 
u NMHA odečítán parametr viscosity, který odpovídá newtonské viskozitě daného roztoku. 
Z Crossova modelu u VMHA byla odečítána limitní viskozita 0 , které odpovídá parametr 
zero-rate viscosity, dále koeficient konzistence k  odpovídající parametru consistency a index 
toku m , který odpovídá parametru rate index v legendě níže uvedeného Obrázku 20. 
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Obrázek 19: Viskozitní křivka roztoku nesušeného NMHA ve vodě o koncentraci 5 g·dm−3 proložená 
Newtonovým modelem 
 
Obrázek 20: Viskozitní křivka roztoku nesušeného VMHA ve vodě o koncentraci 1 g·dm−3 proložená 
Crossovým modelem 
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 Naměřená reologická data byla dále zpracována pomocí MS Excel následujícím způsobem. 
Viskozita každého roztoku NMHA byla vždy měřena třikrát, proto výslednou viskozitou byla 
průměrná hodnota těchto tří měření. Dále byla hodnota této výsledné viskozity převedena 
na hodnotu relativní viskozity podle vztahu (30), která vyjadřuje změnu viskozity měřeného 
roztoku HA v závislosti na teplotě sušení či čase sušení HA.  
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kde )( vodaHAsušený   je viskozita roztoku NMHA, který byl před přípravou samotného 
roztoku sušen, a )( vodaHAnesušený   je viskozita roztoku nesušeného NMHA ve vodě. 
Velikost chybových úseček byla vypočítána podle vztahu (31). 
 rel
b
b
a
a
b
a


 

















22
, (31) 
kde a  je směrodatná výběrová odchylka viskozity roztoku sušeného NMHA, a  je průměrná 
viskozita roztoku sušeného NMHA, b  je směrodatná výběrová odchylka viskozity 
pro roztok s nesušeným NMHA, b  je průměrná viskozita roztoku s nesušeným NMHA a rel  
je hodnota relativní viskozity. 
 V případě vyhodnocení naměřených dat u roztoků VMHA, který vykazoval nenewtonské 
chování, byla hodnota relativní viskozity vypočítána podle vztahu (30) a velikost chybových 
úseček podle vztahu (31) s tím rozdílem, že k výpočtu byla použita limitní viskozita 0 . 
3.3.2 Vyhodnocení SEC-MALLS 
K vyhodnocení dat naměřených pomocí SEC-MALLS byl použit program Astra (verze 6.1) 
od firmy Wyatt a MS Excel. V programu Astra byla naměřená data získaná ve formě 
chromatogramů vyhodnocena prostřednictvím integrace ploch píků. Díky tomu bylo možné 
získat pro jednotlivé roztoky NMHA a pro roztoky VMHA parametry jako například 
hmotnostní střed molekulových hmotností wM , početní střed molekulových hmotností nM , 
gyrační poloměr wR , vnitřní viskozitu   , konformační koeficient kgk  a parametry K  a a  
charakteristické pro Mark-Houwink-Sakuradovu rovnici. 
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Obrázek 21: Ukázka chromatogramu pro nesušený VMHA a sušený VMHA při teplotě 90 °C 
po dobu 30 minut 
 Získaná naměřená data byla dále zpracována v MS Excel. Vzhledem k tomu, že každý 
roztok byl vždy změřen dvakrát, výsledná molekulová hmotnost roztoku byla určena jako 
průměrná hodnota z těchto dvou měření pro daný roztok HA. Následně byla hodnota výsledné 
molekulové hmotnosti převedena na hodnotu relativní molekulové hmotnosti podle 
vztahu (32), která vyjadřuje změnu molekulové hmotnosti měřeného roztoku HA v závislosti 
na teplotě či čase sušení. 
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Velikost chybových úseček byla vypočítána podle vztahu (33). 
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kde c  je směrodatná výběrová odchylka molekulové hmotnosti roztoku sušeného HA, c  je 
průměrná molekulová hmotnost roztoku sušeného HA, d  je směrodatná výběrová odchylka 
molekulové hmotnosti pro roztok s nesušeným HA, d  je průměrná molekulová hmotnost 
roztoku s nesušeným HA a relM  je hodnota relativní molekulové hmotnosti. 
 Aby bylo možné posoudit konformaci HA v roztoku, byly dále vyneseny pro jednotlivé 
roztoky NMHA a VMHA grafy zobrazující závislost gyračního poloměru na molekulové 
hmotnosti, tj. konformační grafy. Získané závislosti byly proloženy mocninou funkcí, 
ze které byl odečítán exponent odpovídající koeficientu konformačního grafu kgk . Stejně bylo 
postupováno i v případě vynesení závislostí vnitřní viskozity na molekulové hmotnosti 
do grafů pro jednotlivé roztoky HA. Po proložení těchto závislostí mocninou funkcí byly 
odečítány dva parametry odpovídající koeficientu K  a koeficientu a  v Mark-Houwink-
Sakuradově rovnici dané vztahem (13). 
3.3.3 Vyhodnocení sušení na sušících vahách 
K vyhodnocení úbytku hmotnosti vzorků NMHA a vzorků VMHA během sušení na sušících 
vahách byl použit MS Excel. Aby bylo možné naměřená data mezi sebou vzájemně 
porovnávat v závislosti na čase sušení při dané teplotě, byla data v tomto programu upravena 
tak, aby vyjadřovala procentuální úbytek hmotnosti vzorků HA v závislosti na čase sušení 
při dané teplotě. 
3.3.4 Vyhodnocení termogravimetrické analýzy 
K vyhodnocení naměřených termogravimetrických dat byl použit program TA Universal 
Analysis od firmy TA Instruments a MS Excel. Naměřená termogravimetrická křivka 
vyjadřující procentuální úbytek hmotnosti v závislosti na teplotě byla v programu 
TA Universal Analysis upravena tak, aby vyjadřovala závislost procentuálního úbytku 
hmotnosti na čase sušení. Vzhledem k tomu, že před samotným začátkem sušení byla 
do programu zadána přesná hodnota navážky HA, bylo možné v tomto programu po skončení 
měření pomocí funkce Residue odečíst parametry odpovídající procentuálnímu 
i hmotnostnímu zbytku HA. Tyto parametry, znázorněné v Obrázku 22, byly odečítány 
u každého měření, a to po 30 minutách sušení při určité konstantní teplotě (60 °C, 70 °C, 
80 °C, 90 °C) a dále na konci měření, tj. při teplotě 200 °C. Aby bylo možné posoudit jaký 
vliv má teplota sušení na vlhkost daného vzorku HA, byly takto získané parametry dále 
zpracovány v MS Excel. Zde byla dopočítána vlhkost, která z daného vzorku HA 
při konkrétní teplotě sušení, respektive na konci měření odešla. 
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Obrázek 22: Termogravimetrická křivka VMHA s parametry vyjadřujícími procentuální a hmotnostní 
zbytek hmotnosti VMHA odečtenými po 30 minutách sušení při teplotě 60 °C a na konci měření 
při teplotě 200 °C 
3.3.5 Vyhodnocení diferenční kompenzační kalorimetrie 
K vyhodnocení naměřených dat získaných diferenční kompenzační kalorimetrií byl použit 
program TA Universal Analysis od firmy TA Instruments a MS Excel. Výstupem tohoto 
měření byla DSC-křivka vyjadřující závislost tepelného toku na teplotě, která je zobrazena 
na Obrázku 23. Vzhledem k tomu, že naměřený endotermický pík orientovaný směrem dolů 
oproti základní linii je poměrně široký, bylo obtížné určit přesné meze teplot jeho začátku 
a konce. Z tohoto důvodu byly mezní teploty ohraničující pík určeny pomocí přímek, 
kterými byl proložen ohyb na začátku a na konci endotermického píku. Díky tomu, 
že před zahájením samotného měření byla přesná navážka VMHA zadána přímo do měřícího 
programu, bylo možné pomocí funkce Integrate Peak Sig Horizontal plochu naměřeného 
endotermického píku v takto stanovených teplotních mezích u jednotlivých vzorků integrovat. 
Tím byl zjištěn parametr odpovídající hodnotě entalpie daného děje u měřeného vzorku 
VMHA. Stejným způsobem byl vyhodnocen i naměřený exotermický pík nacházející se 
na DSC-křivce, který je orientovaný směrem nahoru oproti základní linii. Získané parametry 
entalpií a jednotlivých teplot určujících meze píků byly pro každý vzorek VMHA dále 
zpracovány v MS Excel. S ohledem na to, že hodnota entalpie pro daný vzorek byla měřena 
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vždy dvakrát, byla výsledná hodnota entalpie dána průměrnou hodnotou těchto dvou měření. 
Velikost chybových úseček byla vypočítána pomocí výběrové směrodatné odchylky. 
 
 
Obrázek 23: DSC-křivka nesušeného VMHA s vyznačenou integrací endotermického a exotermického 
píku 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Studium termické degradace a stability HA 
Degradace NMHA a VMHA vlivem sušení byla zkoumána pomocí reologického měření 
a měření SEC-MALLS. V případě reologického měření byla sledována viskozita jednotlivých 
roztoků HA a u měření SEC-MALLS byla sledována molekulová hmotnost HA. Ke studiu 
degradace HA byly použity celkem dvě metody sušení a to sušení teplým vzduchem v sušárně 
a sušení pomocí vymrazování neboli lyofilizace. Vzorek HA byl v sušárně vždy sušen 
před samotnou přípravou roztoků, přičemž k sušení byly použity různé teploty a časy sušení. 
NMHA byl v sušárně sušen při teplotě 90 °C po dobu 30 minut a 60 minut. VMHA byl 
v sušárně sušen po dobu 30 minut při teplotě 60 °C, 70 °C, 80 °C a 90 °C, dále byl sušen 
při teplotě 75 °C po dobu 15, 30, 60 a 120 minut. Aby bylo možné mezi sebou naměřené 
výsledky porovnat a zároveň určit, zda k degradaci vlivem sušení u HA dochází, byl v rámci 
daného měření vždy nachystán i referenční roztok z nesušeného vzorku HA. 
4.1.1 Diskuze výsledků reologického měření 
Pomocí reologického měření bylo možné posoudit degradaci HA z hlediska poklesu viskozity 
u jednotlivých roztoků v závislosti na tom, zda a na jakou teplotu byl HA před samotnou 
přípravou roztoků sušen. Pokud by k degradaci HA vlivem sušení docházelo, mělo by dojít 
ke snížení viskozity u jednotlivých roztoků v závislosti na zvolené teplotě sušení. Čím vyšší 
teplotu sušení zvolíme, tím výraznější pokles viskozity by měl být pozorován. Toto snížení 
viskozity by pak značilo, že při sušení HA dochází ke štěpení řetězce na kratší části, což má 
za následek již zmíněný pokles viskozity. Z naměřených výsledků bylo zjištěno, že degradace 
HA vlivem sušení závisí na molekulové hmotnosti HA, ale i na druhu sušení, tj. zda je HA 
sušen teplým vzduchem nebo lyofilizován. 
 Nejdříve byla změřena viskozita roztoku NMHA sušeného při teplotě 90 °C po dobu 
30 minut. Naměřená hodnota viskozity tohoto roztoku o koncentraci 5 g·dm−3 
 12,035,7   mPa·s byla porovnána s referenční hodnotou  03,055,7   mPa·s, 
kterou udával roztok připravený z nesušeného vzorku NMHA. Při takto vysoké teplotě 
docházelo pouze k malému v podstatě bezvýznamnému poklesu viskozity oproti referenčnímu 
roztoku. Vypočítaná hodnota relativní viskozity při této teplotě a času sušení odpovídá 
hodnotě 973,0rel . K potvrzení těchto výsledků, tedy že NMHA tak snadno nepodléhá 
degradaci vlivem tepla, byl NMHA dále ještě podroben sušení teplým vzduchem při teplotě 
90 °C po dobu 60 minut. Avšak i v tomto případě byl vykazován pouze nepatrný pokles 
viskozity roztoku  12,046,6   mPa·s oproti referenčnímu roztoku, který vykazoval 
hodnotu viskozity  17,081,6   mPa·s. Relativní viskozita v tomto případě odpovídá 
hodnotě 949,0rel . Na základě těchto zjištění lze usuzovat, že NMHA je termicky relativně 
stabilní a k jeho degradaci vlivem tepla dochází minimálně. Toto je možné vysvětlit tím, 
že řetězce NMHA dosahují poměrně malých rozměrů a jsou tužší. V důsledku toho pak 
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NMHA není tak náchylný ke štěpení těchto krátkých řetězců vlivem tepla, díky čemuž je 
schopný si udržet svoji viskozitu v roztoku na přibližně stejné hodnotě i při teplotě sušení 
90 °C. Lze tedy předpokládat, že při nižších teplotách sušení bude minimálně stejně nebo více 
stabilní. 
 VMHA byl stejně jako NMHA nejdříve sušen teplým vzduchem při teplotě 90 °C po dobu 
30 minut. Získaná limitní viskozita roztoku VMHA o koncentraci 1 g·dm−3 
91,1100   mPa·s byla porovnána s referenční hodnotou 79,1400   mPa·s, která byla 
naměřena u roztoku připraveného z nesušeného vzorku VMHA. Z toho porovnání vyplývá, 
že dochází k výraznému poklesu limitní viskozity. Na základě tohoto zjištění byl VMHA 
podroben teplotní závislosti sušení, tedy VMHA byl sušen po dobu 30 minut i při teplotě 
60 °C, 70 °C a 80 °C před přípravou roztoků. Zpracováním a vynesením naměřených dat 
do grafu bylo potvrzeno, že u VMHA dochází vlivem teploty k degradaci. Tato degradace se 
projevila klesající limitní viskozitou 0  jednotlivých roztoků v závislosti na teplotě sušení, 
přičemž při teplotě sušení 60 °C byl pozorován nejmenší pokles limitní viskozity roztoku 
87,1260   mPa·s oproti referenčnímu roztoku, zatímco při teplotě sušení 90 °C vykazuje 
roztok VMHA největší pokles limitní viskozity na hodnotu 91,1100   mPa·s. 
Na Obrázku 24 jsou znázorněny průběhy jednotlivých viskozitních křivek roztoků VMHA 
při různých teplotách sušení po dobu 30 minut. VMHA tedy je oproti NMHA výrazně méně 
teplotně stabilní. Při sušení teplým vzduchem jsou dlouhé řetězce nacházející se u VMHA 
náchylné ke štěpení na kratší části, což se následně projeví poklesem limitní viskozity 
roztoku. Čím vyšší teplota je tedy k sušení použita, tím více má dlouhý řetězec VMHA 
tendenci se štěpit a tím více obsahuje takto připravený roztok kratší řetězce oproti jeho 
původní délce. Na Obrázku 25 je znázorněn pokles vypočítané relativní viskozity roztoků 
VMHA v závislosti na teplotě sušení. V Tabulce 2 jsou uvedeny průměrné hodnoty naměřené 
limitní viskozity roztoků VMHA v závislosti na různé teplotě sušení po dobu 30 minut. 
Tabulka 2: Limitní viskozity roztoků VMHA v závislosti na teplotě sušení po dobu 30 minut 
T  [°C] 0  [mPa·s] Směrodatná odchylka 
nesušený VMHA 140,79 2,30 
60 126,87 3,33 
70 118,59 2,96 
80 116,49 3,05 
90 110,91 2,42 
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Obrázek 24: Průběh viskozitních křivek roztoků VMHA při různých teplotách sušení po dobu 30 minut 
 
Obrázek 25: Průběh relativní viskozity roztoků VMHA v závislosti na teplotě sušení po dobu 30 minut 
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 Další měření, kterému byl VMHA podroben, byla časová závislost sušení při teplotě 75 °C 
po dobu 15, 30, 60 a 120 minut. I v tomto případě byl pozorován pokles limitní viskozity 
jednotlivých roztoků v závislosti na čase sušení. U roztoku o koncentraci 1 g·dm−3 
připraveného pomocí sušeného VMHA při této teplotě po dobu 15 minut byla naměřena 
hodnota limitní viskozity 46,1160   mPa·s oproti referenční hodnotě limitní viskozity 
79,1400   mPa·s. Roztok, který byl připraven z nejdéle sušeného vzorku VMHA, 
tj. sušeného po dobu 120 minut, vykazoval hodnotu limitní viskozity 06,1050   mPa·s. 
Z naměřených a vypočítaných výsledků je tak opět patrný výrazný klesající trend relativní 
viskozity roztoků v závislosti na čase sušení VMHA při dané teplotě, který je znázorněn 
na Obrázku 26. Na základě toho lze usuzovat, že i délka sušení při dané teplotě má výrazný 
vliv na degradaci VMHA. Čím delšímu sušení byl VMHA podroben, tím k výraznější 
degradaci docházelo, což se následně projevilo prudkým poklesem limitní viskozity roztoku 
oproti referenční hodnotě nesušeného VMHA. V Tabulce 3 jsou uvedeny průměrné hodnoty 
naměřené limitní viskozity roztoků VMHA v závislosti na čase sušení při teplotě 75 °C. 
Tabulka 3: Limitní viskozity roztoků VMHA v závislosti na čase sušení při teplotě 75 °C 
t  [min] 0  [mPa·s] Směrodatná odchylka 
0 140,79 2,30 
15 116,46 1,62 
30 113,72 0,47 
60 110,81 1,62 
120 105,06 2,52 
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Obrázek 26: Průběh relativní viskozity roztoků VMHA v závislosti na čase sušení při teplotě 75 °C 
 S ohledem na skutečnost, že VMHA vykazoval výrazný pokles limitní viskozity při velmi 
nízkých smykových rychlostech v důsledku sušení teplým vzduchem při použití různých 
teplot, byl pro porovnání těchto zjištěných výsledků před přípravou roztoků sušen i jiným 
způsobem, konkrétně lyofilizací. V případě sušení lyofilizací dosahovala průměrná naměřená 
hodnota ze tří roztoků připravených z lyofilizovaného VMHA o koncentraci 1 g·dm−3 limitní 
viskozity  13,076,1310   mPa·s. Referenční hodnota limitní viskozity u roztoku 
připraveného z nesušeného VMHA pak byla naměřena jako  55,483,1380   mPa·s. 
Je patrné, že v důsledku lyofilizace k degradaci VMHA do jisté míry dochází. Oproti způsobu 
sušení teplým vzduchem je však tato metoda z hlediska degradace podle naměřených 
výsledků šetrnější, protože pokles limitní viskozity v tomto případě není tak výrazný. 
Pravděpodobně je to dáno tím, že před samotnou lyofilizací musí být roztok VMHA důkladně 
zmrazen. Tím, že je VMHA před zmrazením na teplotu nižší než −20 °C ve formě vodného 
roztoku, dojde ke zmrazení jeho řetězce v nataženém stavu. Při samotné lyofilizaci 
pak dochází k odstranění vody, která je v nataženém řetězci vázána ve formě krystalků ledu 
prostřednictvím sublimace za podmínek vysokého vakua. V důsledku toho k tak velkému 
štěpení řetězce při sublimaci vody z jeho struktury nedochází. VMHA je tedy schopen 
si při tomto způsobu sušení snáze uchovat přibližnou molekulovou hmotnost a také 
konformaci, což má za následek, že se limitní viskozita 0  příliš nemění. Na Obrázku 27 je 
pro porovnání znázorněn průběh viskozitních křivek roztoku nesušeného a lyofilizovaného 
VMHA. Pokles vypočítané relativní viskozity roztoků VMHA pro porovnání mezi oběma 
druhy sušení, tedy sušením prostřednictvím lyofilizace a sušením teplým vzduchem 
při různých teplotách po dobu 30 minut, je znázorněn na Obrázku 28.  
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Obrázek 27: Průběh viskozitní křivky roztoku nesušeného VMHA a lyofilizovaného VMHA 
 
Obrázek 28: Průběh relativní viskozity roztoků VMHA v závislosti na teplotě sušení po dobu 30 minut 
a na lyofilizaci 
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4.1.2 Diskuze výsledků měření SEC-MALLS 
Degradace HA byla zkoumána také pomocí metody SEC-MALLS. Všechny zásobní roztoky 
HA, které byly připraveny pro reologické měření, byly vždy proměřeny i pomocí SEC-
MALLS. Zde byl sledován především vliv teploty sušení a času sušení na molekulovou 
hmotnost vzorku. V případě, že by k termické degradaci HA docházelo, měl by být 
pozorován pokles molekulové hmotnosti v důsledku štěpení řetězců HA na kratší části. Tento 
pokles molekulové hmotnosti by měl být tím výraznější, čím vyšší teplota je k sušení použita. 
Na základě získaných výsledků bylo zjištěno, že teplota i čas sušení mají velký vliv 
na molekulovou hmotnost HA. To, zda molekulová hmotnost bude klesat a případně o kolik 
procent poklesne, závisí i na druhu sušení. 
 NMHA byl podroben sušení nejdříve při teplotě 90 °C po dobu 30 minut a následně sušení 
při teplotě 90 °C po dobu 60 minut. Vypočítaná relativní molekulová hmotnost NMHA 
v případě sušení při této teplotě po dobu 30 minut odpovídá hodnotě 999,0relM  
a při sušení po dobu 60 minut pak relativní molekulová hmotnost vykazuje hodnotu 
996,0relM . K téměř žádnému poklesu molekulové hmotnosti u tohoto vzorku tedy 
nedocházelo, na základě čehož bylo vyvozeno, že NMHA je i při takto vysokých teplotách 
termicky relativně stabilní. Z tohoto důvodu byl k podrobnějšímu studiu vlivu sušení 
na degradaci HA dále používán pouze VMHA. 
 Degradace VMHA, tj. pokles jeho molekulové hmotnosti, byla nejdříve zkoumána 
v závislosti na teplotě sušení. VMHA byl před přípravou roztoků, stejně jako tomu bylo 
u reologického měření, sušen v rozmezí teplot od 60 °C do 90 °C po dobu 30 minut a dále byl 
nachystán referenční roztok z nesušeného VMHA, se kterým byla jednotlivá naměřená data 
porovnávána. Pomocí tohoto měření bylo zjištěno, že dochází k výraznému poklesu 
molekulové hmotnosti v závislosti na zvolené teplotě, který je způsoben štěpením řetězců 
VMHA během jeho sušení na kratší části. Zatímco při teplotě sušení 60 °C po dobu 30 minut 
byla ztráta molekulové hmotnosti oproti referenčnímu vzorku přibližně 5 %, při použití 
teploty 90 °C k sušení po dobu 30 minut již byla vykazována ztráta molekulové hmotnosti 
přibližně 20 %. Je tedy zřejmé, že VMHA velmi ochotně podléhá termické degradaci. Pokles 
relativní molekulové hmotnosti VMHA v závislosti na teplotě sušení po dobu 30 minut 
je znázorněn na Obrázku 29. 
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Obrázek 29: Pokles relativní molekulové hmotnosti VMHA v závislosti na teplotě sušení 
po dobu 30 minut 
 Vzhledem k výše uvedeným výsledkům byl VMHA dále podroben časovému sušení stejně 
jako tomu bylo u reologického měření. Teplota, při které byl zkoumán vliv délky sušení 
na degradaci VMHA, byla zvolena 75 °C. Při této teplotě byl VMHA před přípravou roztoků 
sušen v časovém rozmezí od 15 minut do 120 minut. Pro porovnání naměřených výsledků byl 
opět připraven referenční roztok z nesušeného VMHA. Bylo zjištěno, že při dané teplotě 
a délce sušení VMHA po dobu 15 minut dochází k poklesu molekulové hmotnosti přibližně 
o 3 %, v případě sušení VMHA po dobu 120 minut došlo k poklesu molekulové hmotnosti 
při této teplotě přibližně o 8 %. Na základě těchto výsledků lze říci, že délka sušení má vliv 
na degradaci VMHA a způsobuje pokles jeho molekulové hmotnosti. Čím delší dobu k sušení 
VMHA zvolíme, tím k většímu poklesu molekulové hmotnosti dochází. Pokles relativní 
molekulové hmotnosti VMHA v závislosti na čase sušení je znázorněn na Obrázku 30. Tyto 
výsledky, u kterých byl zkoumán vliv délky sušení při teplotě 75 °C na degradaci VMHA, 
mohou být do jisté míry ovlivněny špatnou kondicí kolony. Pokud by kolona fungovala 
správně, mělo by dojít k výraznějšímu poklesu molekulové hmotnosti v závislosti na čase 
sušení, což naznačují i výsledky z reologického měření. 
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Obrázek 30: Pokles relativní molekulové hmotnosti VMHA v závislosti na čase sušení při teplotě 75 °C 
 S ohledem na to, že z naměřených výsledků byla prokázána degradace VMHA vlivem 
teploty i času sušení, byl dále pro porovnání těchto výsledků VMHA podroben i lyofilizaci 
neboli vymrazování. Následně byly z takto získaných lyofilizovaných výtěžků připraveny 
roztoky k proměření na SEC-MALLS. Po vyhodnocení naměřených dat byla vypočítána 
průměrná hodnota relativní molekulové hmotnosti ze tří roztoků lyofilizovaného VMHA 
o koncentraci 1 g·dm−3, která odpovídá hodnotě  002,0982,0 relM . Bylo zjištěno, 
že při tomto způsobu sušení k určitému poklesu molekulové hmotnosti sice dochází, 
avšak v porovnání s předešlým typem sušení není tento pokles tak výrazný, protože pokles 
molekulové hmotnosti oproti referenčnímu vzorku byl menší než 2 %. Na základě toho lze 
usuzovat, že lyofilizace nezpůsobuje tak výraznou degradaci VMHA a je tedy k sušené látce 
mnohem šetrnější, což už naznačovaly i výsledky z reologického měření. Pokles vypočítané 
relativní molekulové hmotnosti pro porovnání mezi oběma druhy sušení, tedy sušením 
prostřednictvím lyofilizace a sušením teplým vzduchem při různých teplotách po dobu 
30 minut, je znázorněn na Obrázku 31. 
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Obrázek 31: Průběh relativní molekulové hmotnosti VMHA v závislosti na teplotě sušení 
po dobu 30 minut a na lyofilizaci 
 Kromě molekulové hmotnosti byly pomocí měření SEC-MALLS získány i další parametry 
charakterizující HA jako například gyrační poloměr wR , hydrodynamický poloměr wvhR )( , 
vnitřní viskozita   , konformační koeficient kgk  a parametry K  a a  charakterizující Mark-
Houwink-Sakuradovu rovnici. Takto získané parametry jsou pro názornost uvedeny 
v Tabulce 4 a v Tabulce 5 na příkladu vzorku nesušeného NMHA a nesušeného VMHA. 
 Je zřejmé, že molekulová hmotnost má vliv na získané parametry jednotlivých vzorků. 
Gyrační poloměr dosahuje logicky u NMHA, který je charakteristický krátkými řetězci 
mnohem menších hodnot než je tomu v případě VMHA, jehož řetězce jsou mnohem delší. 
Stejné tvrzení platí i v případě hydrodynamického poloměru a vnitřní viskozity. 
 Z konformačního grafu zobrazujícího závislost gyračního poloměru na molekulové 
hmotnosti byl získán konformační koefiecient kgk , který vyjadřuje konformaci HA v roztoku. 
V případě VMHA dosahuje konformační koeficient hodnoty 527,0kgk , což naznačuje 
konformaci náhodného klubka. U NMHA konformační koeficient dosahuje hodnoty 
837,0kgk  a vypovídá o konformaci tuhé tyčinky. 
 Z koeficientu a , který byl získán z Mark-Houwink-Sakuradovy rovnice je pak možné 
usuzovat konformaci řetězců HA v roztoku. V případě NMHA dosahuje koeficient a  hodnoty 
820,0a , která vypovídá o tom, že řetězce NMHA jsou v roztoku ve tvaru maximálně 
expandovaného klubka. U VMHA koeficient a  dosahuje hodnoty 362,0a , což naznačuje, 
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že VMHA je v roztoku ve tvaru globule. Z naměřených dat je patrné, že hodnota 
koeficientu a  u vzorku VMHA neodpovídá konformačnímu koeficientu kgk  a zcela jistě 
neodpovídá ani realitě. VMHA by správně měl být v roztoku ve tvaru expandovaného klubka, 
což naznačuje i získaný konformační koeficient u tohoto vzorku. Tyto nízké hodnoty 
koeficientu a  byly způsobeny nesprávným fungováním viskozitního detektoru. Z tohoto 
důvodu nebyla data získaná z viskozitního detektoru u ostatních vzorků vyhodnocena. 
Tabulka 4: Parametry charakterizující nesušený NMHA a nesušený VMHA získané pomocí 
měření SEC-MALLS 
Vzorek HA wM  [kDa] nM  [kDa] wR  [nm] wvhR )(  [nm]    [ml·g
−1
] 
Nesušený NMHA 94 93 31 17 319 
Nesušený VMHA 1 131 1 084 145 69 1 840 
 
Tabulka 5: Parametry získané z Mark-Houwink-Sakuradovy rovnice a konformačního grafu 
pro vzorek nesušeného NMHA a nesušeného VMHA 
Vzorek HA K  [ml·g−1] a  [-] kgk  [-] 
Nesušený NMHA 0,027 0,820 0,837 
Nesušený VMHA 12,861 0,362 0,527 
 
4.2 Termická analýza HA 
Z důvodu vysoké schopnosti HA vázat na sebe vodu byla provedena termická analýza. 
Zde bylo zkoumáno především množství vlhkosti navázané v HA v závislosti na teplotě 
pomocí sušení na sušících vahách, měření termogravimetrické analýzy a diferenční 
kompenzační kalorimetrie. 
4.2.1 Diskuze výsledků sušení na sušících vahách 
Pomocí sušení na sušících vahách bylo možné posoudit, jak rychle dochází k odpařování 
vlhkosti z HA v závislosti na tom, jaká teplota byla k sušení jednotlivých vzorků NMHA 
a VMHA použita. U obou molekulových hmotností byla použita teplota sušení 60 °C, 70 °C, 
80 °C a 90 °C po dobu 30 minut. Obecným předpokladem je, že čím vyšší teplota je k sušení 
použita, tím rychleji a zároveň i větší množství vlhkosti by z daného vzorku mělo odejít. 
To platí i o době sušení, tj. čím déle bude vzorek při dané teplotě sušen, tím více by měl být 
na konci měření zbaven vlhkosti. Aby bylo možné mezi sebou jednotlivé vzorky při různých 
teplotách sušení porovnat, byl výsledkem tohoto měření procentuální pokles hmotnosti 
vzorků HA v závislosti na čase sušení při dané teplotě. 
 V případě NMHA je z naměřených výsledků vynesených v Obrázku 32 patrné, že rychlost 
odpařování vlhkosti závisí přímo na konkrétní teplotě sušení. Zatímco vzorek sušený 
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při teplotě 60 °C vykazoval ze začátku sušení pouze pozvolný úbytek hmotnosti, vzorek 
sušený při teplotě 90 °C naopak vykazoval ve stejné oblasti sušení prudký pokles hmotnosti 
v důsledku větší ztráty vlhkosti. Platí zde tedy obecný trend, že čím vyšší teplota je k sušení 
použita, tím rychleji vlhkost ze sušeného vzorku odchází. Stejné tvrzení platí i o množství 
odešlé vlhkosti ze vzorku, tj. čím vyšší teplota byla k sušení NMHA použita, tím došlo k větší 
ztrátě vlhkosti ze vzorku. Všechny vzorky byly sušeny po dobu 30 minut, která se ukázala 
v případě všech použitých teplot jako dostatečná k ustálení hmotnosti na přibližně stejné 
hodnotě. Na Obrázku 32 je znázorněn procentuální pokles hmotnosti NMHA v závislosti 
na teplotě sušení. Je zřejmé, že k efektivnímu odstranění vlhkosti ze vzorku NMHA v případě 
použití všech teplot sušení by stačil i mnohem kratší čas sušení než 30 minut, například 
10 minut, protože již během šesté minuty se hmotnost dostala na hodnotu, která byla více 
či méně zachována až do konce měření. Jednotlivé výchylky hmotnosti, které jsou patrné 
v naměřených datech, jsou dány schopností HA velmi ochotně vázat na sebe vlhkost. Pokud 
došlo k menšímu pohybu vzduchu v okolí sušících vah během měření, projevilo se 
to okamžitým zvýšením hmotnosti vzorku NMHA v důsledku navázání vzdušné vlhkosti. 
Z tohoto důvodu lze předpokládat, že sušení teplým vzduchem v uzavřené sušárně je mnohem 
efektivnější, protože v důsledku izolace vzorku od okolního prostředí uvnitř sušárny je velmi 
málo pravděpodobné, že by zde k daným výchylkám hmotnosti mohlo docházet. V Tabulce 6 
jsou uvedeny hodnoty odchozí vlhkosti u jednotlivých vzorků NMHA v závislosti na použité 
teplotě sušení, které byly odečítány v desáté minutě sušení. Celková vlhkost obsažená 
v měřeném vzorku NMHA naměřená pomocí TGA byla stanovena na 9,75 %. 
Tabulka 6: Hodnoty odchozí vlhkosti ze vzorků NMHA odečítané v desáté minutě sušení v závislosti 
na teplotě sušení 
T  [°C] Odchozí vlhkost [%] 
60 2,86 
70 2,75 
80 4,76 
90 5,50 
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Obrázek 32: Průběh procentuálního poklesu hmotnosti NMHA v závislosti na teplotě sušení 60 °C, 
70 °C, 80 °C a 90 °C po dobu 30 minut 
 V případě sušení vzorků VMHA bylo dosaženo obdobných výsledků jako u sušených 
vzorků NMHA. Výše uvedené závěry jsou tedy platné i v tomto případě. Na Obrázku 33 jsou 
znázorněny průběhy procentuálního poklesu hmotnosti jednotlivých vzorků VMHA 
v závislosti na teplotě sušení. V Tabulce 7 jsou uvedeny hodnoty odchozí vlhkosti 
u jednotlivých vzorků VMHA v závislosti na použité teplotě sušení odečítané v desáté minutě 
sušení. Celková vlhkost obsažená v měřeném vzorku VMHA, v případě jeho sušení 
při teplotě 60 °C a 70 °C na sušících vahách, naměřená pomocí TGA byla stanovena 
na 8,63 %. VMHA použitý na sušení při teplotě 80 °C a 90 °C obsahoval celkovou vlhkost 
10,10 %. 
Tabulka 7: Hodnoty odchozí vlhkosti ze vzorků VMHA odečítané v desáté minutě sušení v závislosti 
na teplotě sušení 
T  [°C] Odchozí vlhkost [%] 
60 2,94 
70 2,88 
80 7,69 
90 7,84 
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Obrázek 33: Průběh procentuálního poklesu hmotnosti VMHA v závislosti na teplotě sušení 60 °C, 
70 °C, 80 °C a 90 °C 
4.2.2 Diskuze výsledků termogravimetrické analýzy 
Pomocí termogravimetrické analýzy byly zkoumány vzorky VMHA. Hlavním cílem tohoto 
měření bylo získat informace o vlhkosti jednotlivých vzorků v závislosti na teplotě sušení. 
Z tohoto důvodu byly jednotlivé vzorky sušeny pomocí izotermy při určité teplotě po dobu 
30 minut přímo v termogravimetrickém analyzátoru a následně měřeny. Tím bylo zamezeno 
zpětnému navazování vzdušné vlhkosti, ke kterému by docházelo během manipulace se 
vzorkem, pokud by byl vzorek sušen nejdříve v sušárně a poté teprve navažován 
na analytických vahách a vložen do přístroje TGA. Jako referenční vzorek, se kterým byla 
jednotlivá naměřená data porovnána, byl vzorek VMHA, který nebyl na začátku měření 
sušen, tj. byl změřen pouze v rozsahu teplot od 20 °C do 200 °C. Pomocí něj pak byla určena 
celková vlhkost obsažená ve zkoumaném vzorku VMHA. Na Obrázku 34 je znázorněno 
množství odchozí vlhkosti ze sušeného vzorku VMHA v závislosti na teplotě sušení odečítané 
po 30 minutách sušení při jedné určité teplotě (60 °C, 70 °C, 80 °C nebo 90 °C) a na konci 
měření při teplotě 200 °C. Z naměřených dat je patrné, že čím vyšší teplota byla k sušení 
vzorku po dobu 30 minut v rámci izotermy použita, tím větší množství vlhkosti ze vzorku 
ubylo. Porovnáním těchto hodnot s hodnotami vlhkosti na konci měření, tedy při 200 °C, 
je vidět, že se k sobě naměřené body v rámci každého měření postupně přibližují. Při teplotě 
sušení 60 °C jsou body naměřené po 30 minutách sušení izotermou a na konci měření od sebe 
nejdále v porovnání s teplotou sušení 90 °C. To poukazuje na to, že při 60 °C odchází 
ze vzorku menší množství vlhkosti, zatímco při teplotě 90 °C ze sušeného vzorku, jak 
naznačuje Obrázek 34, odchází převážné množství vlhkosti. Lze usuzovat, že při použití 
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teploty 90 °C k sušení vzorku se odchozí vlhkost nejvíce blíží celkové vlhkosti obsažené 
ve vzorku. 
 
Obrázek 34: Závislost odchozí vlhkosti VMHA na teplotě sušení 
 Pomocí TGA byla také porovnávána celková vlhkost obsažená v nesušeném vzorku 
VMHA a v lyofilizovaných vzorcích VMHA. Zatímco v nesušeném referenční vzorku byla 
zjištěna vlhkost 10,99 %, průměrná naměřená hodnota vlhkosti ze tří lyofilizovaných vzorků 
byla stanovena na  07,145,11 X  %. Je patrné, že celková vlhkost obsažená 
v lyofilizovaných vzorcích je podobná celkové vlhkosti obsažené v nesušeném vzorku. 
Nicméně tato hodnota může být do jisté míry ovlivněna manipulací se vzorkem, 
protože lyofilizovaný vzorek díky své porézní struktuře a větší ploše velmi ochotně sorbuje 
vzdušnou vlhkost, a dále délkou samotné lyofilizace. Pokud by tedy vzorky byly 
lyofilizovány delší dobu, mohla by celková vlhkost obsažená v těchto vzorcích ve výsledku 
dosahovat nižších hodnot než v případě nesušeného vzorku. 
4.2.3 Diskuze výsledků diferenční kompenzační kalorimetrie 
Díky metodě DSC bylo zkoumáno, jaký vliv mají na vykazované „tepelné efekty“ různé 
druhy vzorků VMHA. Dále bylo sledováno množství tepla, které bylo dodáno či uvolněno 
při jednotlivých efektech. Pro měření byl použit vzorek nesušeného VMHA, předem sušený 
VMHA při teplotě 90 °C po dobu 30 minut, dále předem sušený VMHA při teplotě 90 °C 
po dobu 60 minut a nakonec i lyofilizovaný VMHA.  
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 Pomocí této metody bylo možné sledovat endotermický a exotermický efekt, který byl 
naměřen u jednotlivých vzorků VMHA. Na Obrázku 35 je zobrazena naměřená DSC-křivka 
u nesušeného vzorku VMHA. Na této křivce se vyskytuje široký endotermický pík v rozsahu 
teplot od 25 °C do 170 °C a dále pak úzký exotermický pík vyskytující se v rozsahu teplot 
od 200 °C do 250 °C. Interpretace jednotlivých píků je následující – široký endotermický pík 
reprezentuje odpařování vody ze vzorku VMHA během jeho zahřívání a úzký exotermický 
pík pak při takto vysokých teplotách představuje úplnou degradaci vzorku VMHA, která se 
vizuálně projevuje zčernáním měřeného vzorku. 
 
 
Obrázek 35: DSC-křivka nesušeného VMHA 
 U endotermického děje, který odpovídá odpařování vlhkosti z měřeného vzorku, byl 
počátek vypařování vlhkosti stanoven u všech zkoumaných vzorků na teplotu přibližně 
 2,06,25 T  °C. Teplota konce vypařování vlhkosti se lišila v závislosti na druhu 
měřeného vzorku a pohybovala se v rozmezí teplot od 115 °C do 165 °C.  
 Zatímco u nesušeného vzorku VMHA byl konec vypařování vlhkosti stanoven při teplotě 
přibližně  3,05,146 T  °C, u předem sušených vzorků VMHA bylo této teploty dosaženo 
až při hodnotě přibližně  7,02,160 T  °C. K největšímu množství vypařované vlhkosti 
u všech vzorků docházelo přibližně při teplotě  2,01,90 T  °C. Průměrné množství 
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spotřebovaného tepla potřebného k odpaření vlhkosti ze vzorku odpovídalo u nesušeného 
VMHA hodnotě entalpie  28,090,248 H  J·g−1, u předem sušeného VMHA při teplotě 
90 °C po dobu 30 minut pak hodnotě  54,340,186 H  J·g−1 a v případě předem sušeného 
VMHA při teplotě 90 °C po dobu 60 minut entalpie dosahovala hodnoty 
 71,080,169 H  J·g−1. Je tedy zřejmé, že čím více byl vzorek před samotným měřením 
DSC vysušen, tím menší množství dodaného tepla bylo potřebné k odpaření zbývající 
obsažené vlhkosti v daném vzorku. 
 U lyofilizovaných vzorků docházelo k maximálnímu množství vypařované vlhkosti již 
v rozsahu teplot od 60 °C do 70 °C. Teplota, při níž docházelo ke konci vypařování, byla 
přibližně  8,24,120 T  °C. Průměrné množství tepla, které bylo do lyofilizovaných vzorků 
dodáno k odpaření vlhkosti, odpovídalo hodnotě entalpie  54,508,236 H  J·g−1.  
 V případě lyofilizovaných vzorků byl u jednotlivých teplot naměřen posun k nižším 
hodnotám oproti měřeným vzorkům VMHA z práškové formy. To lze vysvětlit odlišnou 
strukturou lyofilizovaných vzorků oproti práškovému VMHA. Základní rozdíl je v tom, 
že lyofilizovaný HA má vysoce porézní strukturu a lze jej přirovnat k „vatě“. Je tedy 
charakteristický tím, že dosahuje velké plochy. Řetězce HA jsou v takovéto struktuře 
v nataženém stavu tak, jak byly před samotnou lyofilizací zmrazeny v roztoku. V důsledku 
toho dochází ke snadnějšímu vypařování vlhkosti z takto porézního materiálu při jeho 
zahřívání. Tuto hypotézu potvrzuje i článek publikovaný A. Průšovou a kol. v roce 2013, 
ve kterém se zabývali vlivem obsahu vody a sušení na strukturu HA. V tomto článku 
publikují fotografie nesušeného práškového HA a lyofilizovaného HA získané pomocí ESEM 
(Environmental scanning electron microscop) za podmínek nízkého vakua zobrazené 
na Obrázku 36. Nesušený práškový HA vykazuje kompaktní strukturu s heterogenním 
povrchem skládajícím se z menších a větších zrn, díky čemuž obsahuje velmi malé dutiny 
a díry. Naproti tomu lyofilizovaný HA má jemnou strukturu s velkými póry a značným 
povrchem. [43] Porézní strukturu HA je tedy možné považovat za soustavu kapilár, 
přičemž povrch je díky vysoké hydrofilitě HA dobře smáčen, tj. dochází ke kapilární elevaci. 
Platí, že hydrofilní materiál s velkými póry (v tomto případě lyofilizovaný VMHA) je 
schopen velmi rychle sorbovat vlhkost, ale výška vzlínání je u takového materiálu vzhledem 
k velikosti jeho pórů nízká. U práškového VMHA, který představuje hutný materiál a je 
tvořen velkým množstvím dutin a děr o velmi malém průměru, dochází k sorpci vlhkosti sice 
pomalu, ale na druhou stranu je výška vzlínání u tohoto materiálu vzhledem k jeho velikosti 
pórů vysoká. V důsledku toho dochází k vypařování vlhkosti z lyofilizovaného VMHA 
při nižších teplotách, protože voda je v těchto velkých pórech vázána menšími kapilárními 
silami a neproniká tak hluboko do struktury materiálu jako je tomu u práškového VMHA. 
[17] 
 Menší rozdíly mezi jednotlivými hodnotami entalpií v rámci samotných lyofilizovaných 
vzorků lze vysvětlit tím, že všechny tři vzorky nemusely být lyofilizací vysušeny do stejné 
míry. Dále to mohlo být způsobeno manipulací se vzorkem před samotným měřením DSC, 
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kdy lyofilizovaný vzorek díky své porézní struktuře a větší ploše ochotněji sorbuje vzdušnou 
vlhkost. 
 
Obrázek 36: Fotografie získané pomocí ESEM zobrazující strukturu nesušeného práškového HA (A) 
a lyofilizovaného HA (B) [43] 
 Pro přehlednost jsou průměrné hodnoty naměřených dat u endotermického efektu uvedeny 
v Tabulce 8. Na Obrázku 37 je zobrazeno množství entalpie odpovídající dodanému teplu 
k vypaření vlhkosti z jednotlivých vzorků VMHA. 
Tabulka 8: Výstupní hodnoty z DSC měření u jednotlivých vzorků VMHA při endotermickém efektu 
Vzorek pocatekT  [°C] vypTmax  [°C] konecT  [°C] 
Nesušený 25,3 90,0 146,5 
Sušený (90 °C – 30 min) 25,5 90,4 159,7 
Sušený (90 °C – 60 min) 25,8 90,0 160,7 
Lyofilizovaný 25,7 64,8 120,4 
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Obrázek 37: Srovnání naměřeného množství entalpie odpovídající dodanému teplu k vypaření vlhkosti 
mezi jednotlivými vzorky VMHA 
 Pozorovaný exotermický pík reprezentuje degradaci VMHA a jeho počátek byl určen 
u všech zkoumaných vzorků (práškového i lyofilizovaného VMHA) při teplotě přibližně 
 4,04,222 T  °C a konec v rámci tohoto měření při teplotě přibližně  7,08,234 T  °C. 
Teplota, při níž docházelo k maximální degradaci u všech vzorků, byla  1,02,230 T  °C. 
 Průměrné množství uvolněného tepla při degradaci vzorku odpovídalo u nesušeného 
VMHA hodnotě entalpie  37,072,48 H  J·g−1, u sušeného vzorku VMHA při teplotě 
90 °C po dobu 30 minut hodnotě  30,437,51 H  J·g−1 a u vzorku VMHA sušeného 
při teplotě 90 °C po dobu 60 minut dosahovala hodnota entalpie  23,337,50 H  J·g−1. 
V případě lyofilizovaných vzorků byla stanovena průměrná hodnota entalpie odpovídající 
uvolněnému teplu při degradaci na  43,137,33 H  J·g−1. 
 Množství tepla, které se při degradaci u jednotlivých vzorků uvolní, záleží především 
na jejich struktuře. Zatímco u práškové formy VMHA došlo k uvolnění většího množství 
tepla, u lyofilizovaného VMHA, který je charakteristický porézní strukturou, bylo uvolněno 
menší množství tepla. To lze vysvětlit „vzdušnější“ strukturou lyofilizovaného VMHA, 
díky čemuž degraduje menší množství materiálu oproti práškovému VMHA. Práškový 
VMHA, jak naznačuje Obrázek 36, je charakteristický „hustější“ strukturou a v důsledku toho 
dochází k degradaci většího množství materiálu, což má za následek uvolnění většího 
množství tepla. 
71 
 
5 ZÁVĚR 
Cílem této diplomové práce bylo prozkoumat degradaci HA vlivem tepla. K měření byl použit 
HA o molekulové hmotnosti 90–130 kDa (NMHA) a HA o molekulové hmotnosti 1 500–
1 750 kDa (VMHA). Stěžejní metody, kterými byla tepelná degradace zkoumána, byly 
reometrie a SEC-MALLS. Jednotlivé vzorky byly podrobeny sušení při různých teplotách 
a po různou dobu. Byly sledovány případné změny vlivu tohoto sušení na jejich molekulovou 
hmotnost a viskozitu roztoků. Dalšími metodami, kterými byl VMHA zkoumán, bylo TGA 
a DSC. Pro porovnání naměřených reologických a SEC-MALLS výsledků byla u VMHA 
použita i jiná metoda sušení – lyofilizace.  
 U NMHA nebyla prokázána pomocí použitých metod degradace vlivem sušení. To lze 
zdůvodnit tím, že řetězce NMHA dosahují menších rozměrů než VMHA. V důsledku toho si 
je NMHA schopen snáze zachovat i při vysokých teplotách, konkrétně 90 °C, svou původní 
molekulovou hmotnost a díky tomu i viskozitu jednotlivých roztoků. NMHA je tedy možné 
považovat za termicky stabilní. 
 V případě VMHA však k tepelné degradaci vlivem sušení docházelo a to při všech 
zkoumaných teplotách, tj. sušení v rozmezí teplot od 60 °C do 90 °C po dobu 30 minut, a také 
pro různou dobu sušení při teplotě 75 °C v časovém rozmezí od 15 minut do 120 minut. 
Z výsledků vyplývá, že řetězce VMHA dosahují větších rozměrů než je tomu v případě 
NMHA a jsou tedy více náchylné ke štěpení na kratší řetězce během tepelného namáhání. 
Bylo prokázáno, že čím vyšší teplota je k sušení použita, tím k výraznějšímu poklesu 
molekulové hmotnosti dochází, což se následně projeví i poklesem viskozity. Zatímco 
při teplotě sušení 60 °C došlo k poklesu molekulové hmotnosti o 5 %, v případě použití 
teploty sušení 90 °C dosahuje ztráta molekulové hmotnosti 20 % oproti referenčnímu 
nesušenému VMHA. Stejný trend byl pozorován i v případě časového sušení. Platí tedy, 
že čím delšímu tepelnému namáhání je při dané teplotě VMHA podroben, tím k většímu 
poklesu molekulové hmotnosti a tedy i viskozity roztoků dochází. VMHA, který byl sušen 
při teplotě 75 °C po dobu 15 minut, vykazoval ztrátu molekulové hmotnosti 3 %, v případě 
sušení po dobu 120 minut při stejné teplotě docházelo ke ztrátě 8 % oproti nesušenému 
VMHA. 
 U vzorků lyofilizovaného VMHA k výraznému poklesu molekulové hmotnosti a následně 
i viskozity roztoků v porovnání s předchozím druhem sušení nedocházelo. Ztráta molekulové 
hmotnosti oproti nesušenému VMHA nepřesáhla 2 %. To lze vysvětlit tím, že toto sušení bylo 
založeno na důkladném zmrazení roztoku VMHA před samotnou lyofilizací. V důsledku toho 
řetězce zůstávají v nataženém stavu, jako byly v původním roztoku. Při samotné lyofilizaci 
dochází k odstranění vody, která je v natažených řetězcích vázána ve formě krystalků ledu, 
prostřednictvím sublimace za podmínek vysokého vakua. Díky tomu k tak velkému štěpení 
řetězce při sublimaci vody z jeho struktury nedochází. Lze tedy říci, že lyofilizace patří mezi 
metody sušení, které jsou šetrnější k sušené látce. 
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 Dalšímu měření, kterému byl VMHA podroben, bylo TGA. Cílem bylo zjistit, jaký vliv má 
teplota sušení v rozmezí od 60 °C do 90 °C po dobu 30 minut na vlhkost jednotlivých vzorků. 
Naměřené výsledky vykazovaly rostoucí trend odchozí vlhkosti ze vzorku s rostoucí teplotou 
sušení. Zatímco při teplotě sušení 60 °C se po 30 minutách odpařilo 7,51 % vlhkosti, 
při teplotě sušení 90 °C odchozí vlhkost dosahovala hodnoty 11,97 %. Celková vlhkost 
obsažená ve vzorku u nesušeného VMHA byla stanovena na 13,17 %. Čím vyšší teplota tedy 
byla k sušení VMHA použita, tím více se odchozí vlhkost blížila celkové vlhkosti obsažené 
ve vzorku. Pro zjištění účinnosti sušení pomocí lyofilizace bylo TGA měření použito 
i pro lyofilizované vzorky VMHA. V tomto případě byla vlhkost jednotlivých lyofilizovaných 
vzorků téměř totožná s vlhkostí nesušeného VMHA. To mohlo být do jisté míry způsobeno 
manipulací se vzorky, protože lyofilizovaný VMHA je porézní a velmi ochotně sorbuje 
vzdušnou vlhkost anebo délkou lyofilizace, kdy by k důkladnějšímu vysušení byla potřeba 
delší doba sušení. 
 Pomocí měření DSC byl sledován endotermický efekt, který odpovídá vypařování vlhkosti 
ze vzorku VMHA během jeho zahřívání, a exotermický efekt, který představuje úplnou 
degradaci vzorku VMHA projevující se jeho zčernáním. Byly sledovány zejména hodnoty 
spotřebovaného tepla potřebného k odpaření vlhkosti ze vzorku. Čím více byl vzorek 
před samotným měřením vysušen, tím menší množství dodaného tepla bylo potřeba 
k odpaření zbývající vlhkosti ze vzorku. Dále byla sledována teplota, při které dochází 
k největšímu vypařování vlhkosti. Zatímco u práškového vzorku VMHA docházelo 
k maximálnímu vypařování vlhkosti při teplotě přibližně 90 °C, u lyofilizovaných vzorků se 
tato teplota pohybovala v rozmezí od 60 °C do 70 °C. Tento posun teploty k nižším hodnotám 
lze vysvětlit jejich odlišnou strukturou. Lyofilizované vzorky jsou díky nataženým řetězcům 
ve své struktuře velmi porézní a dosahují poměrně velké plochy oproti práškové formě. 
V důsledku toho dochází ke snadnějšímu vypařování vlhkosti během jejich zahřívání. 
 Na základě výše uvedených výsledků je zřejmé, že v případě NMHA je sušení za účelem 
snížení vlhkosti možné i při vyšších teplotách, tj. 90 °C, a delších časech, tj. 60 minut, aniž by 
docházelo k poklesu molekulové hmotnosti a viskozity roztoku. U VMHA se jako nejšetrnější 
metoda sušení, která by mohla být použita ke snížení vlhkosti se současným zachováním 
molekulové hmotnosti na přibližně stejné hodnotě, ukázala být lyofilizace. U lyofilizovaných 
materiálů se však jako nevýhoda projevila jejich pórovitost a velká plocha, v důsledku které 
docházelo ke zpětnému navyšování vlhkosti jednotlivých vzorků během jejich manipulace. 
Další nevýhodou této metody je její časová a energetická náročnost. V případě sušení teplým 
vzduchem je u VMHA nejpřijatelnější teplota 60 °C. Při této teplotě dochází k efektivnímu 
snížení alespoň části obsažené vlhkosti ve VMHA, přičemž nedochází k tak výraznému 
poklesu molekulové hmotnosti a následně i viskozity roztoku jako je tomu u vyšších teplot. 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
a  koeficient v Mark-Houwink-Sakuradově rovnici 
A  plocha 
A  přístrojová konstanta 
2A  druhý viriální koeficient 
c  koncentrace 
CD44 buněčný receptor charakteristický pro navázání kyseliny hyaluronové 
dRI diferenční refraktometr 
dVI diferenční viskozimetr 
Da dalton – jednotka molekulové hmotnosti (1 Da = 1,66·10−27 kg) 
De  Debořino číslo 
DSC diferenční kompenzační kalorimetrie 
DTA diferenční termická analýza 
ESEM enviromental scanning electron microscop 
F   síla 
 F  funkce charakterizující vliv geometrie uspořádání 
G  Gibbsova energie 
GPC gelová permeační kolona 
h  vzdálenost 
H  entalpie 
H  výška vnitřního válce 
HA hyaluronan, kyselina hyaluronová 
 pi  intenzita rozptýleného světla jednou částicí pod úhlem  
 vi  intenzita rozptýleného plynu 
0I  celková intenzita dopadajícího primárního paprsku 
k  koeficient konzistence 
kgk  koeficient konformačního grafu 
K  koeficient v Mark-Houwink-Sakuradově rovnici 
K  přístrojová konstanta 
m  hmotnost 
m  index toku 
M  moment síly 
M  molekulová hmotnost 
nM  početní střed molekulových hmotností 
relM  relativní molekulová hmotnost 
wM  hmotnostní střed molekulových hmotností 
MALLS multi-angle laser light scattering 
n  index lomu 
0n  index lomu čistého disperzního prostředí 
N  počet naměřených hodnot 
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AN  Avogadrova konstanta 
NMHA hyaluronan sodný o molekulové hmotnosti 90–130 kDa 
q  teplo 

q  tepelný tok 
r  vzdálenost detektoru od zdroje rozptýleného světla 
R  poloměr podstavy kužele 
1R  poloměr vnitřního rotačního válce 
2R  poloměr vnějšího nepohyblivého válce 
 R  Rayleighův poměr 
wvhR )(  hydrodynamický poloměr 
wR  gyrační poloměr 
S  entropie 
SEC size exclusion chromatography 
t  čas 
Rt  relaxační doba materiálu 
Pt  doba pozorování materiálu 
T  termodynamická teplota 
TGA termogravimetrická analýza 
v  rychlost 
VMHA hyaluronan sodný o molekulové hmotnosti 1 500–1 750 kDa 
w  hmotnostní koncentrace 
cx  vypočítané hodnoty 
nx  naměřené hodnoty 
  úhel zkosení kužele 
p  polarizovatelnost částice 
  deformace 

  smyková rychlost 
0  permitivita vakua 
  dynamická viskozita 
   vnitřní viskozita 
0  limitní viskozita definována pro velmi nízké smykové rychlosti 
  asymptotická viskozita definovaná pro nekonečně velké smykové rychlosti 
rel  relativní viskozita 
zd  zdánlivá viskozita 
  úhel, který svírá primární paprsek a rozptýlené světlo 
  soubor optických konstant 
  optická konstanta pro vertikálně polarizované dopadající světlo 
  vlnová délka dopadajícího primárního paprsku 
  vlnová délka primárního i rozptýleného světla 
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0  vlnová délka dopadajícího světla ve vakuu 
  Ludolfovo číslo 
  tečné napětí 
o  mez toku 
  úhlová rychlost 
x  odchylka od Newtonova a Crossova modelu 
 wn   inkrement indexu lomu 
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8 PŘÍLOHY 
Tabulka 9: Hodnoty konformačního koeficientu kgk  u VMHA v závislosti na teplotě sušení 
po dobu 30 minut 
T  [°C] kgk  [-] 
25 0,516 
60 0,453 
70 0,514 
80 0,534 
90 0,551 
 
Tabulka 10: Hodnoty konformačního koeficientu kgk  u VMHA v závislosti na čase sušení 
při teplotě 75 °C 
t  [min] kgk  [-] 
0 0,685 
15 0,619 
30 0,572 
60 0,619 
120 0,522 
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Obrázek 38: Závislost molekulové hmotnosti na retenčním čase u vzorku NMHA naměřená 
pomocí SEC-MALLS 
 
Obrázek 39: Závislost gyračního poloměru na retenčním čase u vzorku NMHA naměřená 
pomocí SEC-MALLS 
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Obrázek 40: Závislost vnitřní viskozity na molekulové hmotnosti u vzorku NMHA s vypočítanými 
koeficienty K a a, které byly získány z Mark-Houwink-Sakuradovy rovnice 
 
Obrázek 41: Konformační graf u vzorku NMHA s vypočítaným konformačním koeficientem, který byl 
získán pomocí měření SEC-MALLS 
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Obrázek 42: Závislost molekulové hmotnosti na retenčním čase u vzorku VMHA naměřeného 
pomocí SEC-MALLS 
 
Obrázek 43: Závislost gyračního poloměru na retenčním čase u vzorku VMHA naměřeného 
pomocí SEC-MALLS 
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Obrázek 44: Konformační graf u vzorku VMHA s vypočítaným konformačním koeficientem, který byl 
získán pomocí měření SEC-MALLS 
 
Obrázek 45: Závislost vnitřní viskozity na molekulové hmotnosti u vzorku VMHA s vypočítanými 
koeficienty K a a, které byly získány z Mark-Houwink-Sakuradovy rovnice 
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Obrázek 46: Ukázka termogravimetrické křivky nesušeného VMHA zobrazující vypařování vlhkosti 
a jeho úplnou degradaci 
 
Obrázek 47: Závislost procentuálního zbytku hmotnosti VMHA na teplotě sušení naměřené 
pomocí TGA 
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Obrázek 48: Ukázka práškového vzorku a lyofilizovaných vzorků VMHA 
 
 
